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Les études sur les radicicoles des légumineuses forment 
l'un des plus brillants chapitres de |’Agrobiologie. 1] est aussi 
le plus volumineux. Sa bibliographie comprend plus de 1.000 
titres, ce qui ne manque pas de rendre l’initiation laborieuse 
pour un chercheur non spécialisé dans ce domaine par des 
années de trayail. 

Heureusement, la belle monographie Sur les bactéries nodu- 
laires des Légumineuses, dont EK. B. Fred, I. L. Baldwin et 
Mc Coy sont les auteurs (1), présente un tableau complet des 
connaissances sur ce sujet jusqu’en 1932, ce qui dispense du 
soin de faire précéder |’exposition de nos résultats par un 
apercu historique d’une longue période de recherches. 


(4) Edwin Brown Frep, Ira Lawrence Batowin et Elisabeth Mc Coy, Root 
Nocule Bacteria and Leguminous Plants, University of Wisconsin Studies in 
Science. Number 5, 343 pages, 46 planches, liste bibliographique (sur 65 pages 
environ un millier de titres), Madison 1932. 
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Un ensemble imposant se dégage de ces notions établies par 
les efforts d’un grand nombre de savants distingués — agro- 
chimistes, microbiologistes, botanistes, — au cours dune 
période de quarante ans qui a suivi les recherches mémorables 
de Hellriegel et Willfahrt et de Beijerinck. Résumé aussi 
briévement que possible, leur mérite principal est celui d’avoir 
éclairé en détail les rapports de la plante-hdle et du microbe 
radicicole, ainsi gue d’avoir démontré leffet final de cette 
symbiose, qui est la fixation de l’azote atmosphérique. Ils ont 
été moins heureux en ce qui concerne mécanisme de ce 
phénoméne. Il y a la une lacune universellement reconnue 
qu'il a été jusqu’& ce jour impossible de combler; il y a méme 
une sorte de crise provoquée par des doutes qui ont surgi sur 
des résultats qui paraissaient acquis. 

Au début, la tendance était générale de voir dans le microbe- 
symbiote l’agent de la fixation dont la plante tire bénéfice. 
Isolé, il s’en serait montré bien capable. I] aurait méme pro- 
duit des gains considérables en azote fixé, selon les expériences 
datant de la fin du siécle, et jusqu’en 1902. Dans la suite, on a 
di se contenter de gains beaucoup plus modestes, tout en les 
considérant comme suflisants pour continuer a envisager les 
radicicoles isolés comme fixateurs. Les épreuves négatives 
pourtant ne manquaient pas el, ce qui frappait, c'est la dis- 
proportion entre les gains de la premiére heure et ceux qui 
ont suivi. Onl’aattribuée 4 Vimpureté de ces premiéres cultures, 
souillées par des ferments butyriques, des Clostridium, les- 
quels sont, comme on le sait, capables de fixation. 

Sous ce point de vue, Barthel (1) reprend la question en 
cultivant le radicicole du pois dans des ballons Kjeldahl réunis 
en systéme, 4 l’abri de toute impureté, et en prenant tous les 
soins pour controler la pureté et l’authenticité de la souche. 
Il n’obtient au bout de quarante jours aucun gain. 

C'est ensuite la méthode de dosage d’aprés Kjellahl, ou ses 
modifications, qui attirent l’attention. Une différence positive 
entre culture et témoin constatée au moyen d'une Kyeldahli- 


(1) Chr. Barnrugt. Kunna Balivaxtbakterier i Rennkultur fixera Atmosfariskt 
Kviave (Les bactéries des légumineuses peuvent-elles fixer l'azote almosphé- 


rique en culture pure). Résumé anglais. Meddelande n° 308 frén Centralaus- 
talle Bacteriologiska avdelning, n° 43. 
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sation paralléle suffit-elle pour conclure a un surplus en azole 
fixé ? 

Hopkins (1) démontre que la méthode Kjeldahl-Gunning 
modifiée, dont on se sert pour le dosage des milieux contenant de 
Vazote nitrique ne prévient pas les pertes de cet azole au cours 
de la digestion. Cette perte n’a pas lieu évidemment, si J’azote 
est réduit préalablement au moyen de |’alliage Devarda, comme 
Yexige la méthode de Davisson-Parsons. Un trés grand nombre 
de dosages comparés exécutés par l’auteur — jusqu’a 500 — 
met ce fait hors de doulte. Or, ce n’est que le témoin qui 
perd son azote nitrique au dosage, cet azote étant rapide- 
ment assimilé par la cullure, d’ot une différence positive au 
profit de la culture qui n’est guére un gain, mais un manque 
de perte. 

Quant a 1’azote ammoniacal, Marie Lohnis (2) démontre qu’il 
peut s’exhaler spontanément pendant le long séjour & |’étuve 
{allant jusqu’a trente & quarante jours) des liquides nutritifs 
faiblement alcalins. Ici, de nouveau, ce ne sont toujours que 
les milieux stériles — les témoins — qui le libérent, tandis que 
dans les milieux peuplés cet azote entre immédiatement dans 
la constitution des cellules, d’autant plus rapidement qu'il est 
toujours olfert a des doses délicitaires. 

Tenant compte de ces données, Allison (3) — le dernier, ou 
Yun des derniers des 55 expérimentateurs qui ont éludié le 
sujet — a institué un nombre d’expériences, encore jamais 
atteint : 600 dosages relatés dans son travail, avec encore plu- 
sieurs centaines qu'il a jugé inutile de mentionner, en plus. 
Dans aucun cas, les expériences n’ont permis de conclure que 
le Rhizobium soit capable de fixer l'azote atmosphérique en 
pullulant en dehors de la plante. 

Ce résultat massit, tolalement négatif, marque une étape 
dans la question : on est forcé d’abandonner la conclusion 
positive avancée par la majorilé des chercheurs (34) et de la 


(1) E. W. Hopkins. Studies on Nitrogen Fixation by the Root Nodules Bacteria 
of the Leguminose, Soil Sc. 28, 1929, p. 433-447. 

(2)M. P. Louis. Can Bacterium Radicicola Assimilale Nitrogen in the 
Absence of the Host Plant. Soil Se 29, 1930, p. 37-57. 

(3, F. C. Autison Can Nodule Bacteria of Leguminous Plants Fix Atmo- 
spheric Nitrogen in the Absence of the Host? Journ. of Ag. Research, 39, 1930, 
p. 893-924. 
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reconnaitre comme une erreur due a des méthodes de dosage 
imparfaitement mises au point. 

S’il en est ainsi, le microbe radicicole, isolé, serait autant 
que la plante seule incapable de fixation qui ne marcherait 
qu'en symbiose. Autant dire que toutes les recherches exé- 
cutées dans le courant de prés d’un demi-siécle ont enliérement 
échoué 3 éclairer l’agencement du processus de fixation sym- 
biotique. Quant 4 la nature chimique du processus, si l’on dis- 
pose déja de quelques données intéressant la fixation par les 
Azotobacter, rien n’a été encore obtenu par rapport aux bacté- 
ries symbiotiques. L’énigme reste entiére. 

Faut-il accepter cette impuissance des radicicoles isolés & 
fixer l’azotecomme un caractére définitivement établi? Evidem- 
ment non, car elle peut étre toujours attribuée & notre igno- 
rance de quelque condition essentielle, sans laquelle le pro- 
cessus ne marche pas. Il parait probable que la plante fournit &@ 
son symbiote, en dehors de la matiére énergétique et plastique 
que le microbiologiste sait lui fournir, un principe — enzyme 
ou coenzyme — que le microbiologiste ignore encore. C’est dans 
cette direction que les recherches semblent devoir s’orienter. 

Actuellement, il s’agit moins de multiplier les épreuves que 
de les varier, en cherchant quelque procédé en dehors des 
chemins battus. Ce qui parait désirable, c’est d’affiner le pro- 
cédé analylique, dans le but de gagner confiance dans les petites 
différences, quisont jugées généralement comme peu démons- 
tratives, car ne dépassant pas, ou trés légérement, l’erreur du 
procédé. Dans le cas, pourtant, ot il s'agit de déceler une capa- 
cité qui s’exerce trop discrétement sous l’inftuence de condi- 
tions défavorables, ces petites différences ne manquent pas 
d’étre significatives, & condition qu’elles soient réguliérement 
positives et d'un ordre de valeur assez constant. Ainsi consi- 
dérées, elles ne sont guére négligeables, en tant que sympto- 
matiques d’un pouvoir quasi-latent. 

Kn tout cas, la question restant ouverte, nous avons tenté 
d’y contribuer en élaborant un procédé simple et expéditif, 
et en méme temps assez exact, pour pouvoir déterminer avec 
sureté des quantités d’azote de l’ordre de quelques micro- 
grammes. Il sera décrit en détail dans le présent mémoire, ainsi 
que Jes premiers résultats obtenus, 
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Nous passerons ensuite & un phénomene ignoré jusqu’a ce 
jour :le dégagement de l’ammoniac libre par Jes nodules, qui 
est le sujet principal de ce mémoire. 

Nous le considérons comme trés important, car nous y 
voyons la clef qui permettra de déchiffrer le processus de fixa- 
tion symbiotique, d’une obscurité encore si lotale. 

Nos premiéres observations sur ce sujet datent de 1933. 
Filles ont été résumées dans une note présentée a |’ Académie 
des Sciences, séance du 17 juillet 1933 (1). 


EXPERIENCES SUR LA FIXATION. 


La grande majorité des expériences sur le sujet ont été exé- 
cutées en opérant avec des milieux liquides, d’un volume de 
50 & 100 cent. cubes, gue l’on gardait a |’étuve durant vingt 
& quarante jours, que l’on évaporait et soumettait au macro- 
Kjeldahl. 

Nous avons tenté de mettre au point un procédé différent : 
en opérant avec le milieu solide, exclusivement, en prenant 
le plus petit volume compatible avec ce genre de manipulations, 
en réduisant la dose de sucre 4 une centaine de milligrainmes, 
en gardant les plaques a |’étuve pas plus de quatre jours, en 
soumettant, enfin, ces petites plaques au micro-Kjeldahl. 

On se sert de boites de Petri de 5 centimétres de diamétre 
en verre Pyrex, chargées de silico-gel imprégné de sels nutri- 
tifs et d’une dose de dextrose de 1008130 milligrammes. 

On fait varier la dose d’azote, selon |’échelle, en milli- 
grammes : 


Diverses substances azotées sont employées comme source 
d azote, dont on prépare des solutions rigoureusement dosées. 
Les doses sont calculées toujours d’aprés |’échelle ci-dessus et 
versées sur la plaque au moyen d'une pipette de précision. 

On s’est servi, pour l‘ensemencement, de souches isolées de 
nodules jeunes de pois, de haricot, de féve, de luzerne et du 
tréfle, toutes mainlenues en culture sur de la gélose a la 


(4) Sur le dégagement de l’ammoniac par les nodosités des racines des 
I égumineuses. C. R. Ac. Sc., 197, 1933, p. 209. 
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décoctionde feuilles de pois. On n’utilisait comme semence, 
que des stries luxuriantes agées de deux a trois jours. 

Ensemencées, les petites boites sont entassées dans un réci— 
pient fermé — on se sert d’un dessiccateur — et protégées, au 
moyen d’un flacon laveur chargé d’acide 'sulfurique, des impu- 
relés de lair. Les témoins sont immédiatement placés sous 
une cloche a cété d’un gros tampon imbibé de chloroforme, ot 
elles restent jusqu'au dosage. 

Les cultures sont gardées & 30° exactement quatre fois vingt- 
quatre heures, délai suffisant pour la consommation de la 


x 


petite dose de sucre offerte, 4 condition d’une végélation tant 
soit peu normale. 

Pour l’analyse — dosage du sucre et de l’azcte total — les. 
plaques, inondées avec un centicube d’acide chlorhydrique 
N/10, sont séchées & 40°; le gravier silicique et les eaux de 
lavage sont réunis dans des ballons micro-Kjeldahl, et l’azote 
dosé selon la technique de Pregl, en se servant pour la distil- 
lation de l'appareil de Parnas et Wagner muni d'un tube en 
quartz. On dosait le sucre, s'il y avait lieu, par la méthode de 
Bertrand. 


Rappelons quelques détails de la technique de la préparation des plaques- 
de silico-gel. On fait un mélange a parties égales d’acide chlorhydrique 
B-43 et dune solution de silicate de potasse pur du commerce B-9 (densité, 
1,07);on répartit dans les boites a raison de 10 cent. cubes par boite ; aprés,. 
bonne prise (gel vibrant !), on lave jusyu’a disparition du chlore ; enfin, on 
fait subir aux plaques (que l’on peut garder en réserve durant de longs mois), 
immédiatement avant usage, un bain d’eau bouillante, qui ne doit pas dépas- 
ser sensiblement trente secondes, au risque de détériorer la couche du gel. 
Pour limprégnation, on verse sur le gel 0 c. c. 5 de la solution saline ordi- 
naire, et le méme volume d’une solution de glucose pur contenant environ 
100 milligrammes. (La dose exacte est déterminée par le dosage des témoins). 
Vient enfin, s'il y a lieu, la dose d’azote choisie, sous le méme petit volume. 
On évapore la nappe liquide en posant les plaques sur la plaque métallique: 
de l'étuve de Roux (40°). Puis on ensemence avec un minimum de suspension 
bactérienne suffisant pour réhumecter toute la surface de la plaque. Grace 
& ce mode d’ensemencement, la surface entiére est trouvée envahie par le- 
mucus bactérien déjA4 au bout de quinze Aa vingt heures. Au cours de la 
végétation et ala fin, on a soin de faire un examen microscopique des cul- 
tures. Celles qui sontdevenues par hasard impures ce qui est trés rare, sont 
éliminées. Pour l'analyse, les écailles de silice sont facilement introduites. 
dans les ballons sans danger de perte, mais le lavage des soucoupes salies 
par des trainées de mucilage sec demande quelque soin; on le fait au moyen 
dune baguette capuchonnée de caoutchouc, et il suffit de 4&5 cent. cubes 
d'eau distillée pour le faire proprement. Pour la digestion, on prend 4 c. ¢. 5. 
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dacide sulfurique bouilli (marque « pour Kjeldahl »). Le distillat est recueilli 
dans de l'acide chlorhydrique N/100, litré avec de la soude N/100, le rouge 
méthyl servant d’indicateur. Pour plus de détails, voirla technique de Preg! 
i laquelle on s'est tenu exaclement (1). 


Dans le but d’éprouver si la manipulation décrite peut causer 
une perte plus ou moins sensible en azote, nous avons préparé 
une solution de chlorure d’ammonium contenant aussi exac- 
'ement que possible 1 miiligramme d’azote par centicube. 
Un centicube a été versé, au moyen d’une pipette de précision, 
directement dans l'appareil de Parnas et Wagner, un autre 
préalablement incorporé & une plaque de silico-gel, que l’on a 
additionné d’acide, séché, transvasé les écailles et les eaux de 
lavage dans un ballon micro-Kjeldahl, de 1a, enfin, dans l’appa- 


reil de distillation. On a trouvé : 
AZOTE 
en 
milligramme 


Dosage direct : 
Premiers oS .. ee Fc) ee Ps a WEO8ss: 
SE CONG Sy een); neler ne Ts), Bese Bes . « 0,9905 
Dosage dans Ja plaque ° 


Premier, poe wobone! i -aaek w- aes a ee Bb 
Secunda. sen <= METS Aue wee A era one ers OS ORCD 


La perte n’est donc pas bien sensible, et cela d’autant moins 
gue la rapidité du procédé permet d’introduire dans les expé- 
riences plus de témoins que d’ordinaire, qui tixeront l’erreur 
du procédé pour toutes les combinaisons éprouvées. 

En s'attendant a des résultats trés faibles, il importait encore 
de se faire une idée sur l’ordre de valeur des différences positives, 
que l’on doit reconnaitre dans ce cas comme symptomatiques 
d'un pouvoir fixateur. Pour cela, il n’y avait qu’a faire une 
épreuve avec une souche quelconque d’Azotobacter en opérant 
exactement dans les mémes conditions. 


. 


Plaque silico-gel de 5 centimétres de diamétre, imprégnée d’une dose de 
glucose de 115 milligrammes. Témoins chloroformés. Quatre jours d’étuve. 


(1) Ferrz Pact. Die quantitative organische Mikroanalyse, dritte Auflage 
Berlin, J. Springer, 1930. 
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Dosage : 
CENT. cea 
‘ CUBES milligramme 
Culture premiére, différence nette . x Gee 0,784 
Culture deuxiéme, différence nette. ... 5,5 0,770 


Enrapportant le gain 41 gramme de glucose, comme on le fait généralement 
on aenviron 6,8, ce qui est un minimum, la fixation aux dépens du glucose 
el de la mannite s’élevant le plus souvent A 10 milligrammes. L’expérience 
visait plutét le gain minimum comme critérium, et c’est pourquoi l’on ne 
s'est pas soucié de faire une épreuve préalable pour décider si quatre jours 
suffisent, dans le cas de cette souche, pour bruler la dose entiére du sucre. 


Concluons, sans crainte de nous tromper, que le pouvoir nac- 
feur est suffisamment marqué s'il atteint, dans ces conditions, 
un gain s’élevant & 700-800 microgrammes en azote fixé pour 
une centaine de milligrammes de glucose. 


TasLeau I. 
MICROKJELDAHL METHODE DE BERTRAND 
SOUCHE NUMERO __ différence nette glucose disparu 
en y azote (milligrammes) 
i + 45 
2 + 8 
POISS &, a eee 3 + A3 
4 + 3 
Nao + 3 
' : 
Poisions. Cle: 2 | + 50 & 
eg a 
eS 
il a, 
MUVOMG a. obs cut x — 2 ae) 
3 Ea) 
20 
4 o 
: Q 
Heve. was. pe 2{ + 25 
3 
‘A 
Luzerne. . . 2 + 158 
3) 
; 1 — 8 jours. 7,5 
Pois. . é 2 _ 16 jours. 415 
3 = 24 jours. 20 


Ila été exécuté jusqu’a ce jour 14 séries d’expériences, dont 
nous allons rapporter les résultats le plus brigvement possible, 
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en les groupant de maniére a les faire répondre aux questions 
qui se posent concernant le pouvoir en question. 

I. Les bactéries radicicoles sont-elles capables de fixer l’azote 
dans un milieu dépourvu d’azote combiné? Sont-elles en état 
d’y pulluler en brilant le sucre? 

Le tableau I qui précéde présente toutes les données sur les lots 
des plaques appartenant & ce groupe. Les différences nettes en 
azote sont notées en microgrammes (7), les chiffres précédés 
d’un + ou d’un —. Les chiffres du premier lot se rapportent 
a des plaques individuelles; dans les quatre qui suivent, les 
chiffres donnent la moyenne du lot entier. Enfin, le sixiéme lot 
a été gardé exceptionnellement beaucoup plus longtemps que 
d’ordinaire, pour rechercher si la consommation du sucre 
augmente avec le temps; il n’en a été fait que le dosage du 


Tapbrerau Il. 


AZOTE DIFFERENCE GLUCOSE 
SOUCHE NUMERO nette disparu 


milligrammes en + en milligrammes 


Azole sous forme de chlorure d’ammonium. 


— IB 

— 100 

= g1e= 1 

—300 |i: : initiale). 


Méme 
échelle 


d’azote. > initiale). 


Azote sous forme d’asparagine. 


échelle 


d / Méme 
3 d’azote. 
4 


(dose initiale). 


Méme 
échelle mes : 
d’azote. » iniliale). 


Azote sous forme de peptone. 


Meme Sate 


échelle 
; 34 i. 
d’azote. 53 115 (dose initiale). 
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glucose, au bout de huit jours pour les premiers numéros, de 
seize jours pour les seconds, de vingt et un jours, pour les 
troisiémes. 

II. L’azote combiné, ajouté & des doses plus ou moins défici- 
taires, selon I’échelle indiquée, soit environ de 0,5 a 2,0 p. 100: 
de la dose du sucre, active-t-il la fixation? Sous quelle forme 
exerce-t-il le meilleur effet : de sel ammoniacal, d’amide ou 
amine, ou de protide? Y a-t-il meilleure consommation du 
sucre en fonction de la dose d’azote et de sa qualité? 

ILI. L’azote combiné sous forme d’extrait organique serait-il 
plus propice a la fixation? Les expériences dans le tableau I 
cherchent & répondre a cette question (voir tableau III). 


Tasteau IIT. 


AZOTE DIFVERENCE GLUCOSE 
ajouté 

en 
milligrammes| en y azote en milligrammes 


SOUCHE NUMERO nette disparu 


Azote sous forme de déeoction de feuilles de pois. 


+ 64 70 
+ 74 115 
-++ 132 120 
+ 71 120 (dose initiale). 


Azole sous forme d'eau de levure. 


50 
50 
78) 
73 


ROIS. cane cas ae 


Azole sous forme d'extrait de jeunes racines. 


L’extrait contient 0 milligr 17 d’azote par centicube. Toutes les plaques, 
cultures et témoins, regoivent une dose égale d'un centicube. Résultats 
direct du titrage en centicubes du liquide N/4100. 


4,675 
Ahoy GS oe 4,650 > 5,000 
3) Gi 


Cultures 


Les résultats de ces expériences, que l’on va discuter briéve- 
ment, ne peuvent conduire & aucune conclusion définitive. IIs 
ne présentent rien d’essentiellement nouveau, tout de méme 


ETUDES SUR LA MICROBIOLOGIE DU SOL Q3f 


ils permettent quelques précisions, qui n’ont pas été suffisam- 
ment mises en lumiére par les recherches antérieures. 

1° Sans azote combiné, le développement est faible, mais il a 
lieu tout de méme : une couche de mucus incolore couvre la 
surface du gel. La consommation du sucre ne porte que sur un 
dixiéme a peine de la dose offerte, cependant elle est mesurable 
dans tous les cas. Les différences au micro-Kjeldahl resient 
bien au-dessous du minimum que l’on a raison d’exiger d'un 
fixateur; tout de méme, elles sont réguliérement positives, 
sauf de rares exceptions. Ce comportement n’est certes pas 
celui d’un fixateur, mais il ne s’accorde nullement, d’un autre 
colé, avee les exigences des non fixateurs. De cet ensemble, 
limpression se dégage que le Rhizobium pourrait bien pos- 
séder, de nature, les caractéres physiologiques requis pour vivre 
aux dépens de N,, mais que ces facultés ne peuvent s’épanouir 
dans nos cultures, faute d’un principe activant, nécessaire 
pour la synthése, — principe que la plante lui fournit. 

2° Liazote ammoniacal, amidé ou aminé, ainsi que proti- 
dique, active considérablement les pullulations, comme on le 
sait depuis longtemps. Les cultures deviennent abondantes, et 
la consommation du sucre augmente notablement. Elle appa- 
rait alors assez nettement comme fonclion de la dose d’azote : 
0,5 fait disparaitre environ 50 milligrammes, 1,5 & 2,0 suf- 
fisent pour la destruction de toute la dose initiale de 100 4 
130 milligrammes. Mais cette végétation plus prospére ne 
conduit guérea une fixation plus active. Au contraire, toutes les 
cultures de cette catégorie présentent des différences négatives, 
aussi générales que sont les positives dans le premier groupe. 
Il est vraisembable d’attribuer ce fait & une désamination active 
provoquée par ces microbes, mais ce qui parait exceplionnel, 
c'est qu’elle s’exerce déji & des doses déficitaires d'azote. 

3° L’azote des extraits organiques — eau de levure, décoc- 
tion de feuilles et extrait de racines — provoque des cultures 
luxuriantes, fait également connu. La consommation du sucre 
parait mieux marcher en présence de cet azote. Quant a la 
fixation, on voit les différences positives réapparailre dans ce 
eroupe et rester réguliéres. sans pourtant jamais atteindre le 
seuil qui caractérise un fixateur vrai. 

Ces expériences, encore incomplétes, nous indiquent la voie a 
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suivre pour les développer, qui est de chercher dans les organes 
des lézumineuses, particuliérement dans les racines et nodules, 
quelques produits enzymatiques susceptibles d’activer la fixa- 
tion. 


LE D&GAGEMENT DE L’AMMONIAC PAR LES NODULES. 


ll parait que le fait de ce dégagement a totalement échappé 
aux observateurs. Nous n’avons pas réussi & en trouver la 
moindreallusion encompulsant la littérature sur les caractéres 
des nodules. Quant & nous, ce n’est pas un simple hasard qui 
nous l’'a révélé, mais c'est une observation analogue sur les 
Azotobacter qui a guidé notre altention. Cette propriété curieuse 
que manifestent ces fixateurs de libérer l’ammoniac, en pul- 
lulant dans un milieu totalement dépourvu d’azole combiné, a 
été mise en rapport par l'un de nous avec le processus méme 
de fixation : l'ammoniac envisagée comme le premier produit 
stable de synthése, lequel peut s’échapper dans |’ambiance 
dans le cas assez fréquent, & ce qu'il parait, d'un déséquilibre 
entre le processus de l’hydrogénation de lazote et l'assimilation 
du produit de synthése par la cellule. Sans insister ici sur 
cette théorie encore controversée, on comprend combien la 
recherche de l’ammoniac est intéressante par rapport a la 
fixation symbiotigue, sur la nature chimique de laquelle on 
ne posséde encore la moindre idée. 

Les cultures des radicicoles dans le milieu sans azote ne libé- 
raient pas d’ammoniac. Mais comme nous l’avons vu, elles ne 
possédent, non plus, aucun pouvoir assez accusé de fixation; 
en suivant le méme ordre d’idées, il était done indiqué de 
s'adresser & l’organe symbiotique, ala racine nodulée ou spécia- 
lement au nodule lui-méme, foyer d'une activité fixatrice 
avérée, intense. 

Remarquons que le réle de ses organes symbiotiques était 
és généralement concu dans le sens d’une lyse des corps bac- 
tériens qui abandonneraient leur azote & la plante-hdte. Sans 
nier cette lyse tardive, le phénoméne que nous avons découvert 
devra conduire & une conception essentiellement différente du 
role de ces organes dans la balance de l'azote de la plante et, 
bien entendu, du milieu ambiant. 


Ce dégagement par les nodules et les racines nodulées est 
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des plus faciles & saisir. Il nous a frappé dés nos premiéres 
observations au printemps 1933 que nous avons résumé dans 
nolre communication a l’Académie des Sciences, séance du 
17 juillet. Il suffit d'une toute petite quantité de nodules pour 
s’en assurer, grace & la facilité de déceler avec streté les plus 
faibles traces d’ammoniac libre. Nous avons appliqué des 
moyens trés simples, dont la description suit. 

Les nodules, détachés de la plante avec ménagement, sont 
placés dans des boites de Petri, dont il est bon de proportionner 
la grandeur a la quantité de nodules: on prend une toute petite 
hoite de 3 centimétres, si l'on ne dispose que d’une & deux 
douzaines de nodules, une boite de 5 centimétres, s’il y ena 
1/2 41 gramme, enfin, une boite de 10 centimétres, s'il s’agit de 
plusieurs grammes. On fixe & l’intérieur du couvercle une 
bande de papier tournesol rose, que l’on va désigner dans la 
suite par byt, imbibée d'eau. On choisit un papier sensible 
d'une teinte rose clair, pour pouvoir saisir un virage vers des 
teintes rouge-violet. On s’assure, bien entendu, que le verre 
de la boite (on se sert de préférence de verre Pyrex) ne change 
pas la teinte de la bande mouillée au bout d’un contact trés 
prolongé. En se tenant & ces condilions, le virage de épzé est le 
moyen le plus rapide pour déceler des traces d’alcali volatil de 
Vordre de 10a 5 y. 

La réaction de Nessler, beaucoup plus sensible, est applicable 
qualitativement en recueillant la rosée qui se condense a la 
surface intérieure du couvercle. On la rend abondante en placant 
la boite sur la plaque métallique de |’étuve de Roux et en refroi- 
dissant le couvercle au moyen d'un bécher rempli d’eau froide. 

Pour se servir quantitativement de celte réaction en opérant 
avec de petites quantités de nodules, on introduit dans l’inté- 
rieur des boites de petites capsules chargées de I ou IL gouttes 
d’acide sulfurique concentré, et on garde les boites dans un 
dessiccateur; au bout du délai voulu, on retire les capsulettes et 
on jette chacune dans 50 cent. cubes d’eau distillée que l’on 
nesslérise. 

S'il s’agit dexpériences quantitatives de longue durée, le 
plus pratique est d’introduire les racines, ou les nodules déta- 
chés dans un flacon-laveur genre Drechsel (a large goulot et 
entiérement en verre), relié d'un cté a une colonne remplie de 
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ponce sulfurique, de l’autre, & un barboteur chargé d’acide 
litré, et de les soumettre A une ventilation forcée aussi long- 
temps que désirable; pounles nodules détachés, il est souvent 
plus commode de se servir d'un petit dessiccateur. Dans le cas, 
ou l’on voudrait prévenir la dessiccation de la matiére, on inter- 
cale entre la colonne et le récipient un laveur rempli d’eau, ou 
bien, on peut se servir, pour épurer l’air, d'une solution con- 
centrée d’acide oxalique. Ce qui est & éviter, c'est d’utiliser 
pour ce but un laveur chargé d’acide sulfurique, car les traces 
d’acide volatil que contient souvent |’acide pur du commerce, 
entrainées par le barbotage, peuvent élever sensiblement le 
titre de l’acide N/10 ou N/100 de sortie. Par excés de précau- 
tion, il est bon de n’employer pour mouiller les fragments de 
ponce que de l'acide sulfurique 4owi//:. Comme derniére pré- 
caution, on évile le caoutchouc pour boucher la colonne, car il 
parait dégager des vapeurs acides, mis en contact par quelque 
hasard avec l’acide sulfurique. 

En se tenant a ces conditions élémentaires, on peut faire 
marcher la trompe dans des épreuves & blane durant des 
heures illimilées, sans jamais constater le moindre change- 
ment de titre de l’acide tiltré du barboteur. Dans des essais de 
contréle, nous sommes allés jusqu’a prolonmger la ventilation 
sans arrét durant trois & quatre jours, cependant que le bar- 
boteur ne contenait que 2 centicubes d’acide N/100 : le titre 
n’a pas bougé de 1/10 de centicube, cette différence étant pour- 
tant bien appréviable sur notre microburette divisée en 0,05. 

Si l'on s’attendait & un dégagement d’alcali tant soil peu 
notable, on prenait l’acide N/10 et on titrait avec de la baryte 
N/35, Valizarine sulfate de soude servant d’indicateur ; dans le 
cas contraire, on utilisait Pacide N/100 et le rouge de méthyle, 
en lilrant, s'il y avait lieu, avec de la soude N/100. D'ordinaire, 
le liquide du barboteur était coloré avec l'un ou l'autre des indi- 
cateurs, de sorte qu'il n'y avail qu’a surveiller le virage pour 
rajouter de l’acide; on titrait, si le virage tardait & venir. En 
général, la dose d’acide était choisie & la mesure du dégage- 
ment de l’alcali volatil, de maniére qu'elle puisse suffire pour 
une ventilation de durée; grace a cela, les dosages marchaient 


en quelque sorte aultomatiquement, sans exiger beaucoup de 
surveillance. 
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Depuis mai 1933, un trés grand nombre de ces épreuves ct 
de ces dosages ontélé exécutés, toujours pleinement d’accord sur 
le fait du dégagement. Cerles, le phénoméne, qui dépend de 
plusieurs variables, ne se présente pas toujours pareil : il peut 
arriver qu'il paraisse absent, ou qu'il soit difficile & provoquer. 
Mais ces cas sont rares; il parait plutot général chez les légu- 
mineuses, autant qu'il s’agit de pois, de haricot, de féve, de 
tréfle (on n’a pas fait d’épreuves avec la luzerne). Ce sont les 
nodules de pois qui conviennent le mieux pour les expériences, 
et il est plus facile de s’en faire une provision. 

Pour illustrer notre procédé, mentionnons avec quelques 
détails les observations de la premiére heure, qui ont orienté 
les recherches. 

On enléve des racines de pois, fraichement retirées de la 
terre, quelques dizaines de nodules sans les léser, en coupant 
les bouts des radicelles ot ils siégent, et on en place de 
pelits lots égaux dans des boites de Petri; on écrase un lot avec 
le bout dune baguette, lautre reste intacte. Recouvertes de 
leurs couvercles portant dpt, les écrasés provoquent un virage 
au bleu au bout de dix minutes; dans le second, le virage est 
plus lent, n’atteignant, au bout d’une heure, que la teinte 
violette. 

On introduit dans deux boites deux portions de 0 gr. 5 de 
nodules de haricot, immédiatement aprés la récolte. L’une est 
écrasée, l’autre inlacle. On ajoute une troisitme remplie de 
racines dénodulées et une quatriéme chargée & blanc. On met 
dans chacune une capsuleltte contenant I goutte d’acide sulfu- 
rique. On garde les boites sous cloche dix-huit heures, puis on 
nesslérise de la maniére décrite. On trouve en azote ammo- 
niacal : 


EN Y 
HPOURCCLASC 0 cr a he ee SMA te bates Be ete eer tke oe LU, 
Motaminets Gubtn. + ee! Pht ARPT eae ya ah CARE Sy PALY OD, 
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S’agit-il de nodules lésés ou normaux, il apparait d’ores et 
déja que ce sont eux et non les racines elles-mémes, qui sont 
les foyers du dégagement, du moins les plus actifs. S’il en est 
ainsi, les racines des graminées ne le montreront pas. 
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4° On introduit dans un laveur Drechsel 65 grammes de racines de pois 
bien garnies de nodules, dans un autre 70 grammes de racines de mais, en 
détachant les deux de leurs tiges au moyen d’une coupure passant par le col 
de la tige, et en prenant grand soin pour ne pas les froisser. On les laisse 
préalablement se ressuyer 4 l’air, puis on réunit les deux grands laveurs 
dans le méme syst2me muni de deux harboteurs chargés d'acide N/10. Bar- 


botage de dix-sept heures. Titrage : 
AZOTE 
ammoniacal 
en 
milligrammes 


Racines noduléesie: sag) 4s ts be poe ets 
RacinesiMaisnt. cc com.cn 2104 5 7 ee te NG ate 


On remplace les racines de Mais par 52 grammes de racines de pois soi- 
gneusement dénodulées. Barbotage de seize heures. Titrage : 


Mémes racines noduléess 30-05.) sees » 30509 
Lotrdenodulé s acnes0 i Reeth Fee See ne 55s SyeOe2 


2° Des racines de pois bien garnies de nodules, détachés de la méme 
maniére de la tige, lavées, séchées sur papier buvard jusqu’éa ressuiement 
complet, sont introduites en quantité de 100 grammes dans un grand laveur. 
On verse dans le barboteur 26 cent. cubes d’acide N/40 et on fait marcher la 
trompe. Malheureusement, on n’a pu suivre le dégagement au cours de la 
premiére journée; on n’a pu noter que le moment du virage, qui a eu lieu au 
bout de plus de vingt quatre heures. On continue le barbotage encore trois 
jours en titrant toutes les vingt-quatre heures et en rechargeant 4 nouveau 
avec de l’acide N/10. On a dosé : 

AZOTE 
ammoniacal 


en 
milligrammes 


Premiére journée. . sie chee le eae A ae 35,0 
Deuxieme:OuUrnCG 4:0 ye eres Lc) ee ee eee ST) 
‘EroistOme: jOURNG G20. ole wists) ure ee eee AS 
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On obtient, comme on le voit, dans ces conditions une libéra- 
tion d’ammoniac relativement abondante, et elle n'a lieu qu’en 
présence de nodules; la graminée n’exhale pas d’ammoniac, 
les racines dénodulées en sont aussi pratiquement incapables; 
car quelque soin que l'on mette pour les débarrasser entiére- 
ment de ces productions, il en reste toujours quelques-unes de 


toules petites dimensions, qui se cachent dans le fouillis des 
radicelles. 


(t) Dans notre note de 1933, il y a erreur de correction dans les chiffres, les 
virgules mal placées faisant de ces chiffres : 3,50, 3,40, 1,85, 4,4. A lire 
ci-dessus comme dans le texte. 
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On est donc amené a conclure que ce ne sont que ces 
organes symbiotiques qui sont capables de cette exhalation 
spontanée. 

Mais allons au-devant des doutes sur la nature de ce phéno- 
méne, qui pourraient surgir, particuligrement a la suite de la 
derniére expérience qui a duré plusieurs jours sans application 
d’antisepliques. Ne pourrait-on attribuer l’ammoniac, en partie 
ou en totalité, & l’attaque de moississures ou des agents bac- 
tériens d’ammonification ? 

Ce doute ne serait pas fondé, pour la raison que les racines 
bien ressuyées devenaient de plus en plus séches par l’effet de 
la ventilation torcée avec de l'air ayant passé par la colonne 
sulfurique. I] n’y avait done ni sur la surface des racines, ni 
dans l’air ambiant aucun excés d’humidité permettant le déve- 
loppement des touffes mycéliennes, sans parler de bactéries, 
dont la pullulation était impossible & défaut d’une couche 
aqueuse, méme capillaire. En fait, un examen le plus soigneux 
n’a permis de découvrir aucune trace de touffes de champignons 
a la fin de l’expérience. Du reste, il est facile de s’assurer que 
Valtaque microbienne se distingue par une allure d'ammonifi- 
cation toute différente. Elle ne commence dans ces conditions 
qu’aprés une incubation qui dure plusieurs jours a la tempé- 
rature dela chambre, pour s’élever rapidement en atteignant un 
rendement énormément plus grand, et ne s’arrétant qu’aprés 
une désorganisation bien patente de la matiére altaquée. Et, 
méme si la pourrilure est encore loin d’avoir terminé son 
ceuvre, on n’a pas besoin d’étre microbiologiste pour distinguer 
les racines attaquées sentant le moisi, de la matiére saine, 
ayant conservé sa consistance et surtout son odeur si caracté- 
ristique. 

Toutde méme, il est indéaiable que l'ingérence microbienne 
est une menace constante au cours de ces expériences, comme 
du reste dans toutes les recherches enzymatijues. Dans la suite, 
on verra un exemple caractéristique de la maniére dont cette 
ingérence s'impose a l’attention. 

L’usage des antiseptiques était évidemment tout indiqué, 
quand il s agissait d’expériences prolongées. On appliquait de 
préférence le chloroforme et le toluene. Voici deux expériences 
de longue durée ot L’on en a fait usage. 

Annales de l'Institut Pasteur, t. 56, n° 3, 1936. 16 
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4° Cette fois, étant en novembre-décembre, on ne disposait pas de racines: 
fraiches. On se sert des racines de pois, arrachées au début de novembre, 
détachées des tiges, séchées a 40° une journée, gardées en lieu sec. Elles- 
sontbien garnies de nodules raccornis, petits. Malgré cet état, !épreuve bpt 
est positive. On les introduit, telles quelles, du poids de 40 grammes dans un 
Drechsel réuni A une colonne A ponce sul’urique et 4 un barboteur. Celui-ci 
contient au début 0,5 d’acide N/50 étendu d'eau. On fait marcher la trompe 
et on attend, montre en main, le virage du rouge de méthyle au jaune canari. 
On recharge alors le barboteur avec la méme dose, ou une dose plus élevée 
d’acide, et on continue ces épreuves plusieurs fois par jour au cours d'une 
huitaine, plus rarement au cours de la quinzaine qui suit. 

Le premier jour, la ventilation se poursuit en milieu sec. Vers la fin de la 
journée, on fait couler par le long tube du laveur, de maniére & ne pas. 


TaBieau LY. 


ON FAIT COULER 


ACIDE 

N 50 
cent. cubes 
EQUIVALENT 

Azote 
ammoniacal 


22 novembre. 1,960 
140 
140 
440 
a q 2 cent. cubes, eau distillée. 

4. 

140 
420, 
840 

4,960 

eve 2 cent. cubes, chloroforme. 

4 

140 
140 
98u 
140 
440 
140 
440 

2,800 : Chloroforme. 
440 
140 
140 
140 
440 
140 
£40) 
140 
140 
140 
140 
140 
VA 
140 
140 
140 
{40° 
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mouiller les racines, 1 & 2 cent. cubes d’eau distillée. Au début du troisiéme, 
on introduit dela méme maniére 2 cent. cubes de chloroforme, dose que l'on 
renouvelle aussi souvent que nécessaire pour que l'air du récipient en soit 


Azote 
minute 


Jours 
Fic. 1. 


saturé jour et nuit. Le tableau IV présente tous les détails de cette expérience : 
dose d’acide N/50, azote ammoniaca! qui lui est équivalent, temps du virage 
en minutes, enfin la quantité de microgrammes d’azote dégagée par minute 


Azote 
¥ minute 


de lépreuve donnée, désigné par y-minutes. Sur le ‘graphique figure 4, l’axe 
des abscisses porte les jours, les ordonnées correspondent ala moyenne des 
y-minules des épreuves du jour. 
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2° Expérience de ventilation disposée de la méme maniére. Mais il ny a 
que 20 grammes de racines nodulées, et le chloroforme est remplacé par le 
toluéne, toujours en faisant couler l’antiseptique au fond du vase, sans 
mouiller les racines. Le tableau V et le graphique figure 2 en donnent tous 
les details. 

TaBLEAU V. 


ON FAIT COULER 


ACIDE 
N/50 
cent. cubes 
EQUIVALENT 
Azote 
ammoniacal 
if 
minutes 
Y-MINUTES 
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Eau et toluene. 


Eau et toluéne. 


# 28 novembre. 


| 
| 


§ 29 = 


décembre. Toluéne. 


eccoocooccoescosoocoors 
CR OR CR CR OT CT 

KEE Owoee 
DWNWUNWWWWWREOSS~A10 


Comme on le voit, la marche du dégagement dans l’expé- 
rience 2 est toute différente de la premiére. Dans celle-ci, le 
dégagement, bien appréciable dés la premiére journée malgré 
état quasi-sec des racines, devient plus actif aussitét que le 
courant d’air devient plus humide aprés addition d'une petite 
quantité d’eau; le chloroforme ne le géne pas, puisque l'on 
voit la courbe y-minutes atteindre le point culminant dans une 
almosphére déja saturée de chloroforine. Cette exhalation 
notable dure environ trois ou quatre jours, pour tomber rapi- 
dement, touten restant mesurable encore une quinzaine de jours. 
{l est possible que ce soit le chloroforme qui finisse par tucr, 
ou réduire & linactivilé le systeme enzymatique responsable 
du phénoméne. 

Dans la deuxiéme expérience, le dégagement est moins abon- 
dant, ce qui s’explique en partie par la quantité moitié moindre 
de racines. On le voit monter au cours des deux premiers 
jours, pour baisser au cours des trois suivants jusqu’é une 
valeur infime; mais de la, on voit la courbe remonter rapide- 
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ment jusgue la valeur maximum de soixante-dix y-minutes. La 
raison de ce renouveau d’activité s’explique simplement par 
Yattaque microbienne, el c’est justement pour illustrer la 
maniére dont cette ingérence se manifeste, que nous cilons ce 
cas. Le toluéne n’a pu que retarder, peut-élre, cette ingérence, 
mais non la supprimer, car sil est bien utilisable dans les 
expériences sur les enzymes quand on l’ajoute au liquide qui 
baigne la substance, l’effet de ses vapeurs ne suffit pas pour 
prévenir les pullulations microbiennes. L’examen des racines a 
confirmé cette conclusion. 


S’il s'agit de mesurer le dégagement de la part des nodules 
détachés des racines, on les jelte dans un petit ballon, genre 
micro-Kjeldahl, ou bien dans un petit tube que l'on fait glisser 
dans un laveur, ou enfin, dans un creuset placé dans un petit 
dessiccateur ; on s’arrange de maniére que le bout du tube du 
systéme ventilateur soit enfoui dans la masse des nodules; ceci, 
bien entendu, pour rendre la ventilation’plus efficace. Dans le 
méme but, il est bon de chauffer le récipient au moyen d’un 
bain-marie réglé & 40-50°, ou d’une autre maniére convenable. 

Voici la marche de quelques expériences quanlilatives de ce 
genre. 


Nodules de pois récoltés par temps trés sec, débarrassés de terre sans 
laver. On charge deux tubes 4 cachet avec 5 grammes de nodules frais 
chacun. On fait éclater les nodules de l'un des petits lots par la pression 
d’une baguette et on l’humecte avec du toluéne; l'autre reste intacte et ne 
recoit pas de toluéne. On les descend dans des flacons laveurs que lon 
intercale dans l’appareil de ventilation. On fait marcher la trompe dix-huit 


heures durant, et on dose l’azote ammoniacal libéré : 
AZOTE 
ammoniacal 
en 
milligrammes 


MOLE CLASeLLOLUCI Grantor tpi) te) su ol a nenein ens Ter eons 9.52 
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De simples épreuves qualitatives au moyen de la bpz ont été 
faites d'une maniére chronique au cours de la belle saison. De 
petits lots de nodules de pois, de haricot, de féve, placés au 
moment méme de la récolte dans des boites, ne manquaicnt 
presque jamais de provoquer un virage plus ou moins rapide et 
marqué. Tantét on voyait un début de virage paraitre au bout 
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d’une dizaine de minutes, et la bande bleuir au bout de vingt; 
cela a la température de chambre. Ou bien ce virage ne se 
faisait si rapidement que si on placait la boite sur une plaque 
métallique chauffée & 40°. Enfin, nombreux étaient les cas ou 
le virage se faisait atlendre une demi-heure, ou une heure 
méme sur plaque chaude, et ot iln’allait pas jusqu’a une teimte 
bleu franche, mais prenait une teinte violette. Dans des cas 
douteux, la nesslérisation confirmait qwil y avait tout de méme 
exhalation d’ammoniac. 

Si invraisemblable que soit lidée d'une ingérence micro- 
bienne immédiute, on na pas manqué d’éprouver leffet des 
antisepliques divers sur les nodules détachés. 

Un. court traitement au sublimé d’aprés la méthode dont on 
se sert pour la désinfection superficielle des uodules préala- 
blement au repiquage des radicicoles, ne supprime nullement 
le virage. Le thymol en poudre mélangé intimement aux nodules 
ne le paralyse pas non plus. 

Il parait: frappant qu’on Vobtient, non sewlement avee des 
nodules cueillis plus ou moinsrécemment a l'état quasi-normah, 
mais également avec des nodules séchés & l’air et & 40°. El est 
done facile d’en préparer ume provision que Vom garde dans 
un verre & sel bouché. Nous en possédons une vingtaine de 
grammes datant de 1933, que l'on a soumis tant de fois & des 
épreuves de virage avec un résultat invariablement positif. Une 
derniére fois, on les répéte au moment of on écrit ces lignes 
(janvier 1936) : une dizaine de grammes étendus dans une bofte 
de 10 cenlimétres de diamétre sous dp, donne un virage qui 
débute sur plaque chaude au bout de quinze minutes et qui est 
presque complet au bout d’une heure; a froid, il n’y a qu'un 
début, non méconnaissable de virage, mais qui n’avance pas. 

Le fait que ces organes, tant appauvris d’eau, restent le sidge 
Wune réaction qui conduit & la production d’ammoniac ne 
manque pas de paraitre insolite. En effet, ’eau qu’ils contiennent 
dans ces conditions ne peut étre que de l'eau retenue chimique- 
ment, ou par hygroscopicité. Il est vrai que les nodules, — du 
reste, comme les racines qui les portent, — altirent Peau avec 
avidité. Plongés dans de l’eau, les nodules secs, tout raccornis, 
se gonflent presque: instantanément en reprenant leur aspect 
normal, Mis em présence d'une bande de papier humide dans 
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une boite fermée, ils la font sécher & l’instar du chlorure de 
calcium. Si aprés les avoir séchés & 40° une dizaine d’heures et 
les avoir refroidis dans un dessiccateur, on les pése immédiate- 
ment, et ensuile cing ou six jours consécutifs en les gardant sur 
une table de laboratoire, on constate une augmentation de poids 
d@environ 410 p. 100 de leur poids initial. 

Il esta noter, de plus, que les nodules sortis del’étuve et soumis 
immédiatement a l’épreuve paraissent avoir perdu toute activité. 
On n’obtient aucun virage, ni méme la réaction de Nessler. II 
est curieux qua cet état ils perdent leur odeur si caractéris- 
tique. La substance parait définitivement « morle »; mais si on 
la tient @ plusieurs reprises sous bande humide, on constate une 
sorte de « réveil d’activité », a laquelle on ne s’atlendait plus. 
Plus rapidement, on provoque ce réveil en faisant passer un 
moment, sur jes nodules étalés, un brouillard d'eau pulvérisée. 


Du moment que le comportement des nodules, au point de 
vue qui nous intéresse, n'est nullement lié a leur structure tis- 
sulaire, mais & leurs propriétés biochimiques, il était tout 
indiqué d’homogéniser leur matiére en la réduisant en poudre. 
Les nodules secs travaillés dans un morlier avec un peu de 
sable calciné donnent facilement une poudre impalpable, brune, 
A odeur forte. Avec cette poudre les épreuves décriles gagnent 
encore en relief. Il suffit d'une petite quantité — 1 gramme — 
de cette poudre pour reproduire toutes les épreuves un nombre 
de fois que l’on dirait illimilé. Pour activer la libération, on y 
incorpore une pincée de carbonate de magnésie léger et une 
petite dose de phosphate bipolassique. On obtient ainsi, au 
moyen de cette petile quantité de maliére, des virages des plus 
brillants. 

Quelques boites de 5 centimetres ainsi chargées ont été 
gardées durant de longs mois en répétant périodiquement les 
épreuves. Elles étaient toujours positives, mais lintensité des 
réactions variait beaucoup. L’eau y paraissait toujours jouer le 
premier role. Encore plus qu’avec les nodules, le dégagement 
paraissail épuisé aprés un séchage prolongé : mais il revenait 
apres un « repos » de plusieurs jours. I] se réveillait rapidement 
sous l’effet de ’ humidification. Chaque fois, aprés les épreuves, 
les portions élaient mises a sécher & 40° pendant une dizaine 
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d’heures. Quand on ajoutait plus d’cau, on ne manquait pas de 
lui mélanger du toluéne en excés. L’antiseptique élait ensuite 
chassé par une évaporation & 40°. La poudre ne perdail pas son 
activilé & la suite de ce traitement. 

Pour montrer que le dégagement est dosable, tant avec la 
poudre séche qu’avec la poudre humide, rapportons comme 
exemples les trois expériences suivantes : 


1° Poudre séchée A l’air — | gramme de nodules pulvérisé avec additions 
— étalée dans une soucoupe posée sur un récipient rempli d’eau & 50°, le 
tout enfermé dans un petit dessiccateur et soumis 4 la ventilation. On titre 
au bout de : 


AZOTE 
ammoniacal 
en 
milligramme 
TLPHOULE RAT Ri Aone Sait) ae th ateret a eee eee cae 0,140 
QEMCURCS AS co Le a ee ieee 0,308 
SO <HeCUneS co lento Sin Pt esaehh era eet ee 0.280 
4SSWCUTES © cata haa poh ee eee Oh ee ee 0,224 


0,952 en env. 4 jours- 


2° Poudre, méme quantité, aprés une longue suite d’épreuves suivies de 
séchage, parait épuisée. Ne donne plus de virage sous bpé. Soumise a la 
ventilation, ne change le titre que presque insensiblement. On a: 


acide N/100, 2,0; alcali, 1,95. 


On fait couler 2 cent. cubes d'eau distillée avec X gouttes de toluéne- 
Ventilation. Au bout de 


ANDEUFES On" GOSEs As een ee vee see one Fe uae oe isi!) 
30iheuressonedoOsee seen sateen eee 


La masse est alors réduite A une crotte séche et dure qui ne donne plus 
de quantité titrable. Mais émiettée par grattage, elle fait virer 8 nouveau la 
bpt, 

3° On reprend la portion de l’expérience I, gardée séche dans sa boite 
pendant six semaines. 

AZOTE 


ammoniacal 
en 
milligramme 
Un barbotage de {7 heures donne. ....% 0... 2% 0,56 
Un barbotage de 11 heures donne ....... : 0,28 
Un barbotage de 3 jours donne. ........ Ae Gay URE 


La masse n'est pourtant pas épuisée : laissé au repos trois jours, elle 
provoque un virage au bleu de bpt. 
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Pour finir avec ces épreuves, remarquons que deux de ces 
portions de poudre préparées en octobre 1933, par mouture d’un 
gramme de nodules de pois et addition de carbonate de magnésie 
et phosphate bipotassique, ont été gardées dans leurs boites 
originelles jusqu’a ce jour. Légérement humidifiée par un jet 
d'eau pulvérisée, l’une a provoqué un virage au bleu de bpt au 
bout de deux heures sur plaque chaude, tandis que l'autre n’a 
laissé voir qu’un premier début de virage (frange bleue mince). 
L’exhalation de l’ammoniac, si elle parait affaiblie, est encore 
assez loin d’étre entiérement abolie, et cela malgré les trés 
nombreuses épreuves qualitatives et quantitatives, auxquelles 
la petite dose de poudre a été soumise — avec mouillage, séchage 
& 40°, antiseptiques, etc., — et en y ajoutant |’exhalation spon- 
tanée au cours de vingt-six mois de conservation dans une petite 
hoite munie de son couvercle. 

Voila donc une matiére qui parait, en quelque sorte, inépui- 
sable au point de vue de la production de l’ammoniac; bien 
entendu, aussi longtemps qu’on la traite avec des ménagements 
dus & un véhicule de substances enzymatiques. On se demande 
comment il faut comprendre tout cet ensemble de caractéres 
pour le moins insolite. Nous allons tenter de lanalyser dans 
la discussion qui suit. 


Discussion. 


Posons d’abord la question, qui est fundamentale pour se 
faire une premiere idée du genre du phénoméne que nous avons 
décrit, & savoir: s’agit-il d’une fonction normale qui peut jouer 
au cours du processus physiologique, ou bien ne serait-ce qu'un 
phénoméne pathologique, une sorte de désordre enzymatique : 
manifestation de la mort des cellules? 

Sans doute, nous l’avons observé sur des organes mulilés. 
Mais toujours le dégagement élait trop immédiat pour qu'il 
pot étre envisagé comme la conséquence d'une désorganisa- 
tion profonde; il se présentait plutét comme une fonction nor- 
male non enrayée par la mutilation. : 

Les recherches de Virtanen et von Hausen (1) viennent fort 


(1) Arntruri VinTANEN et Synnugve von Hausen, Investigations on the Root 
Nodule Bacteria of Leguminous Plants. XVI Effect of the Air Content of the 
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heureusement appuyer cette opision d’une maniére décisive. 
Ces auteurs n’ont eu, évidemment, aucune connaissance de la 
note de l’un de nous dans Jes C. R. Ac. Se., 1933, car ils ne la 
mentionnent méme pas. Leurs expériences ont porté sur des 
cultures de plantes de pois dans du sable stérilisé, arrosé avec 
une solution saline dépourvue d’azote, milieu que l’on inoculait 
avec le radicicole spécifique. A différentes périodes de végétation 
avant la floraison et aprés celle-ci, puis & l’approche de la 
maturité — on dosait l’azote dans les parties aériennes et dans 
les racines; conjointement, le sable portant Jes plantes était 
soumis au méme dosage. Invariablement, dans les trois 
séries d’expériences, on conslalait un enrichissement du 
milieu sable en azote & la suile de la végétation de la plante, et 
évidemment aux dépens de celle-ci. Cet apport d’azole était 
toujours notable, mais sa valeur variait beaucoup. Dans la der- 
niére série, ou l’aération, au dire des auteurs, était la plus 
parfaite, le sable contenait des quantités d’azote sensiblement 
égales 4 celles des plantes qu'il portait. Voici, par exemple, 
quelques chiffres empruntés au tableau des auteurs. 


AZOTE 
en 
milligrammes 
Avant la floraison : oe 
PaCS a eig aon ta. Se mciecrs' atone. spate Baan ct men eae 50,0 
SAD Mes ae 5 ian crane aioe ylal Ne MCN Re es ea Te en 66,8 
Aprés Ja floraison : 
Plantes FF arate \e FeNS oe Et ee eee ea 96,2 
Sableon Pee eee ee 5 oe le, Sats as Re ee 90,6 
Prés de la maturité : 
Plantes: ok <Tia" Guys ceat Vn site cae rita ak an ae 1434 
Sahory cS 550s Oars aa cep eae eee Se eS ee CONT 


Des expériences du méme genre ont été faites dans une solu- 
tion de sels nutritifs, puis dans la méme solution gélosée. Dans 
le milieu liquide « Vexerétion d’azote » a é16 trés faible, de 
ordre det & 2 milligrammes; dans la gélose, plus notable, de 


13,7 a 18,3. Il est vrai, que dans le dernier cas les plantes 
étaient plus faibles. 


Medium on the Function of the Nodule and on the Excreti i 
ro ' eretion of Nit 
Journ. Agr. Sciences, 25, n° 2, 1935, p. 278-289. Paces 
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Le role fertilisant des plantes légumineuses est cerles une 
notion classique, trés ancienne. Mais les auteurs finlandais ont 
‘eu le mérile de suivre le passage immédiat dans le sol d'une 
partie notable de |’azote fixé par la plante en symbiose bacté- 
rienne, aux dépens du réservoir atmosphérique; et cela dans des 
conditions normales de végétation. 

Quelle est la nature de la combinaison azotée que la plante 
excrete? Les auteurs pensent quil s'agit d’acides aminés, ce 
qui ne parait étre qu'une hypothése, attendu que, le seul pro- 
cédé analylique mentionné — Ja Kjeldahlisation — ne peu 
donner aucune indication sur l'état de azote dans la matiére. 
Une tentative d’y rechercher l’ammoniac n’a pas été faite non 
plus. Comme corollaire, ces auteurs vont méme jusqu’a 
conclure que ce sont les acides aminés qui sont directement 
synthétisés au cours du processus de fixation de |’azote molé- 
culaire. Textuellement : in our opinion the excreted nitrogen 
compounds represent the amino acids which are directly synthe- 
tised in the fixation of nitrogen (p. 287). 

Retenons comme démontré par cet intéressant travail le fait 
seul du passage de l’azote combiné de la plante vivante et végé- 
tante dans le milieu ambiant tout au long de sa croissance et 
jusqu’a sa maturité. Que ce soit pourtant des acides aminés 
qu'elle rejette, comme un vulgaire produit d’excrétion, il y a 
Lien lieu d’en douter. Serail-ce une sorte de saignée que la 
plante subirait normalement? On trouve cette idée effleurée 
par Virtanen, qui remarque que cette excrétion pourrait étre 
attribuée & des blessures causées par les particules coupantes 
du sable; il abandonne pourtant cette explication devant le 
fait que la méme excrétion a lieu également dans le milieu 
gélosé. 

S’ilest improbable du point de vue physiologique d’admettre 
que la plante s’arrange pour rejeter ses acides aminés, regardé 
vénéralement comme précurseurs de la synthése protidique, la 
présence de ces acides dans le sable, si elle se confirme, 
pourrait trouver une explication différente. lle pourrait étre 
attribuée aux microbes qui Je peuplent, car il ne faudrait pas 
oublier que, si le milieu stérilisé est libre de microbes banaux, 
il a é6lé abondamment ensemencé avec les bactéries radicicoles 
spécifiques, lesquelles sont reconnues capables de pulluler, 
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plus ou moins, dans le sol, particuligrement dans la rhizosphére 
du systéme radiculaire, si développé du pois. 

Concluons done que « l’excrétion d’azote » observée par 
Virtanen et yon Hausen pourrait bien s’avérer identique au 
phénoméne que nous avons étudié : qu’il s’agit laen réalité de 
la libération de l’ammoniac & I|’état gazeux, dont les nodules 
sont les foyers. 

Ce phénoméne admis comme normal et général dans la 
famille des légumineuses, en symbiose avec leur radicicoles 
respectifs, essayons de l’analyser du point de vue physiolo- 
gique et biochimique. 

La question & laquelle on se heurte avant tout est celle d’ou 
provient l’azote que les nodules exhalent avec tant de prodiga- 
lité sous forme d’ammoniac? 

L’organe symbiotique, comme on le sait, est relalivement 
riche en azote. Ainsi, le dosage d'une poudre préparée de notre 
provision de nodules, séchée a 50° pendant plusieurs heures et 


tenue dans un dessiccateur & acide sulfurique, nous a donné les 


résultats suivants : 
AZOTE 


AZOTE 
MILLIGRAMMES en 

milligrammes pean 

A Poudr er amo an eee 4,452 4,40 

P Jeni SONU KO VES Reese (cena 9 Salta 80,5 3,650 4,53 

SP OUGLE. Pots tay eee ee Die 2,282 4,43 


On sait que les légumineuses, du reste comme une quantité 
d’autres plantes, contiennent de l’urée; d’aprés les analyses de 
Fosse, le taux en serait environ d'un demi-gramme par kilo- 
gramme de matiére stche. La présence de l’uréase y a été 
également constaté, ainsi que dans les cultures des bactéries 
radicicoles isolées. Il est facile de s'assurer en faisant agir les 
nodules, ou mieux Ja poudre, sur une solution d’urée, que cet 
enzyme ne manque pas dans ces organes. 

Mais ces constatations, que l’on ne voudrait pas avoir l’air de 
méconnaitre, ne nous avancent pas, car en opérant avec des 
petites quantilés de matiére, il ne pourrait s’agir lA que de 
quantité infime, indosable, De plus, il est impossible d’ima- 
giner une hydrolyse dans un milieu dépourvu d’eau liquide. 

Quant aux acides aminés, dont la présence dans la matiare 
des nodules est plus que probable, l’enzymologie actuelle ne 
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nous enseigne rien sur les enzymes qui pourrait y provoquer 
leur désamination. 

C’est peut-étre une étude a faire. Mais si l’on considére que 
les légumineuses sont organisées de maniére 4 subsister dans 
des conditions d’une pénurie en aliments azotés, en possédant 
des adaptations spéciales pour lutter contre l'inanition, il y 
aurait contradiction physiologique flagraute & admettre une désa- 
mination continuelle au cours de la végétation normale. 

Il ne resterait done qu’a se décider a voir la source de |’azote 
ammoniacal dégagé, non dans le substrat cellulaire, mais 
dans le réservoir de l’atmosphére, dont l’azole subirait une 
hydrogénation dans les nodules. 

Le fait, solidement établi, du dégagement de l’azote ammo- 
niacal par les Azotobacter, au cours de leur pullulation aux 
dépens de N,, est un argument qui appuie vigoureusement cette 
maniére de voir. 

L’exhalation de l’ammoniac apparait ainsicomme un phéno- 
méne général, accompagnant la fixation de l’azote par les agents 
que l’on connait le mieux. Pour en expliquer le fonctionne- 
ment nous avons proposé une théorie (1) qui distingue deux 
phases dans le processus entier de la fixation : d’un cété, la 
synthése de l’ammoniac, de l'autre, son assimilation. La pre- 
miére serait catalysée par un systéme enzymatique spécial ; celui- 
ci constitué, ’hydrogénation de l’azote pourrait marcher en 
dehorsdu processus vital. La secondeserait la synthése organique. 
L’ammoniac libérée ne serait que la balance des deux, laquelle 
peut évidemment varier dans de larges limites, ou méme étre 
réduite 4 néant, en fonction d'une multitude de facteurs, acti- 
vant ou réprimant le rendement, ainsi que la consommation. 

Dean Burk, savant qui s'est spécialisé dans l'étude de la 
fixation, apres avoir niéavec emphase la libération de l’ammo- 
niac par les Azotobacter pullulant aux dépens de N,, la recon- 
nait maintenant dans sa communication au récent Congrés de 
l’Ass. Int. de la Se. du Sol (2), mais il combat ia théorie ci- 


(1) Sur la synthése de l’ammoniac par les Azotobacler du sol. Ces Annales, 
48, 1932, p. 269. 

(2) Dean Burk et Kenyera Horner (Bureau of Chemistry and Soils, Dep. of 
Agr., Washington). The Production of Ammonia by Azotobacter and its 
Relation to the Mechanism of Nitrogen Fixation, Trans. 3-rd Int. C. of Soil 
Science. Oxford, 1935. 
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dessus, en affirmant que l'ammoniac se dégage a la suite d’une 
« désamination oxydative » de la substance des cellules, 
laquelle se met en train aussitét que celles-ci manquent d’ali- 
ment carboné; réajouté, cet aliment supprimerait la désami- 
nation. 

Remarquons que cet effet d’un manque d’aliment est par- 
faitement d’accord avec notre théorie, mais qu’en revanche 
nos observations exposées dans ce mémoire nous fournissent 
un argument qui contredit la maniére de voir de Dean Burk. 
Les deux processus de fixation, il est vrai, sont différemment 
agencés, mais ict et la, par cetle libération caractéristique 
d’ammoniac strictement localisée dans les foyers de fixation, 
les deux s’avérent comme étant d'une nature chimique analo- 
gue. Or, on ne voit pas comment cette inanition périodique, 
que l’on provoque facilement dans les cultures et qui serait 
la cause qui déclanche la désamination, pourrait jouer au 
sein d'une plante en état normal de croissance. 


Nous concluons donc en faveur de Vorigine atmospnériaue 
de l’azote dégagé par les nodules sous formes d’ammoniac, 
hypothése qui nous parait la plus probable a la suite de nos 
observations. 


RECHERCHES EXPERIMENTALES SUR LA SYPHILIS 


(DEUXIEME MEMOIRE) 


VARIATIONS DE L’ACTIVITE PATHOGENE 
ET CYCLE EVOLUTIF DU VIRUS SYPHILITIQUE 


par C. LEVADITI, A. VAISMAN et M"es R. SCHOEN et Y. MANIN, 
en collaboration avec M. PAIC, P. HABER et N. CONSTANTINESCO. 


(Institut Pasteur et Institut. Alfred-Fournier.) 


Dans un mémoire publié ici méme en 1933 (1), nous avons 
relaté des recherches expérimentales effectuées de 1931 4 1932, 
se rapportant a deux problémes, dont importance nous semble 
primordiale, & savoir le cycle évolutif du virus syphilitique, et 
(étiologie, ainst que le mécanisme pathogénique de la para- 
syphilis. Nous avons continué ces recherches et apportons 
au ourd’hui ensemble des résultats enregistrés de 1932 a 
1935. Nos investigations ont été effectuées dans le Service de 
syphilis expérimentale et de chimiothérapie de PInstetut Alfred- 
Fournier, grace, en bonne partie, 4 l’appui matériel de l'Institut 
Pasteur. 

Elles se rapporlent aux questions suivantes : 

1° Variations de Uactivité pathogéne du virus syphilitique ; 

2° Syphilis expérimentale du lupin et de la sourts ; 

3° Cycle évolutif ; 

k° Ktude pathogénique de la neurosyphilis (2). 

Certains, parmi ces sujets, ont été sommairement traités 
dans des notes et des communications présentées, soit a la 
Société de Biologie, soit a Académie de Médecine. On en trou- 
vera les citations au cours de ce Mémoire. 


(1) C. Levaprtz, A. Varswan, Mle R. Scroen et J. Mezcer, Ces Annales, 50, 


1933, p. 222. 
(2) Cette partie paraitra prochainement dans ces Annales. 


to 
oe 
1) 
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s 1. — Variations de l activité pathogéne 
du virus syphilitique entretenu par des passages 
sur le lapin et la souris. 


Afin de préciser les variations de la virulence des diverses 
souches de virus syphilitique entretenues par des passages sur 
le lapin, l'un de nous, en collaboration avec A. Marie (1) a, de 
1914 a 1922, essayé de résoudre le probleme par des inocula- 
tions & des simiens et & des sujets humains sans antécédents 
spécifiques (2). Parmi ces souches, isolées de chancres syphi- 
litiques riches en tréponémes, quelques-unes n’avaient subi 
qu'un nombre restreint de passages sous-scrotaux sur le lapin, 
alors que la souche Truffi était cultivée depuis quatorze ans sur 
la méme espéce animale. Il résultait, de ces travaux, que la 
virulence des germes était fort variable, si l'on s’en tenait & 
l’évolution et aux caractéres cliniques des lésions cutanées suc- 
cédant 4 Vinoculation. 

Ainsi, en ce quiconcerne la souche Truffi, celle qui nous inté- 
resse tout parliculiérement ici, Levaditi et Marie ont montré 
qi’en 1914, aprés six ans de culture zz vivo, le tréponéme était 
nettement virulent (chancrigéne) pour les singes catharriniens 
inférieurs et les anthropoides. En effet, inoculée, par scarifica- 
tion de l’arcade sourciliére, & un Macacus cynomolgus et & deux 
Macacus rhesus, la souche Truffi provoquait Vapparition de 
syphilomes riches en spirochétes, aprés une incubation variant 
de vingt-quatre & vingt-six jours. En outre, un Chimpanzé 
(Troglodytes niger), infecté au méme moment et de la méme 
maniére, réagissait, quarante cing jours aprés, par un syphi- 
lome typique. 

L’activilé pathogéne pour l’espéce humaine fut révélée une 
premiére fois, en 1914, & l’occasion d'un accident de labora- 
toire. Le sujet, contaminé par piqire, fit une lésion locale 
papuleuse, ayant apparu trente et un jours aprés. Cette lésion, 
légérement indurée, élait couverle de squames et contenait des 


(4) Levapiti et Manis, Ces Annales, 33, 1919, p. 741; idem, 37, 1922, p. 189. 
(2) Il s'agissait d’accidents de laboratoire, ou de sujels bénévoles, chez 


lesquels nous déterminions, par la suite, lactivilé thérapeutique de certains 
médicaments antisyphilitiques. : 
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tréponémes. Elle ne s’ulcéra jamais et disparut vers le trenle- 
huitiéme jour. La réaction de Wassermann, négative avant 
apparition de laccident cutané, devint nettement positive par 
la suite. A aucun moment il n’y eut des manifestations secon- 
daires culanées ou muqueuses, en dépit de l'insuffisance du 
traitement. 

Une seconde épreuve de la virulence pour l'homme fut 
effectuée, sur un bénévole, le 7 mars 1922, soit quatorze ans 
aprés l'isolement de Ja souche Truffi. L’inoculation, par scari- 
fication cutanée, fut suivie, le quinziéme jour, d’une « papule 
squameuse, a contours irréguliers, circinée ». Pas d induration, 
ni d’ulcération ; absence de tuméfaction ganglionnaire, mais 
réaction de Wassermann positive. Jamais on ne constata de 
manifestations secondaires (traitement ultérieur au Stovarsol 
sodiyue administré per os). 

Il ressortaitde ces observations que siz ans aprés l'isolement 
de la souche Truffi, le virus, malgré de nombreux passages sur 
le lapin, était encore chancrigéne pour les singes catarrhiniens 
inférieurs et anthropoides. Par contre, chez (homme, il ne 
déterminait pas de vrai syphilome, mais une papule couverte de 
squames, sans tendance a Culcération, et non suivie de manifes- 
tations secondaires. Seule, la réaction de Wassermann positive 
indiquait une généralisation de l’infection. La méme consta- 
tation ayant été enregistrée en 1922, aprés quatorze ans 
d’entrelien sur le lapin, il en résultait que /a souche Truffi 
paraissatt avoir subi une atténuation manifeste de sa virulence 
pour Ul espéce humaine. 

I] était donc intéressant d’étudier 4 nouveau I'activité patho- 
gene de cette souche. C’est ce que nous avons effectué en 193! (1), 
en nous adressant au Chimpanzé. 

Essai de la virulence de lasouche Truffien 1931, aprés vingt- 
trois ans d’entretien par des passages fréquents sur le lapin. Trois. 
Chimpanzés ont servi & nos essais. Voici leurs observations : 


1. Chimpanzé Ya-Ya. — Le 23 novembre 1931, inoculation de suc et de frag- 
ments de chancre de lapin, pratiquée : 1° par scarification au niveau de 
Varcate sourciliére et de la muqueuse préputiale ; 2° par greffe bilatérale sous 
le scrotum. Le dixiéme jour, on constate, au niveau du testicule gauche, un 
gros no lulz légerement fluctuant, et, du coté opposé, un second nodule ayant 


(4) Levaprtr et VarsmaN. C. R. Soc. Biol., 109, 1932, p. 619. 
Annales de l'Institut Pasteur, t. 56, n° 3, 1936. 47 
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la dimension d’une noisette. La ponction permet d’aspirer un liquide séro- 
purulent contenant d’assez nombreux tréponémes mobiles. Ces lésions per- 
sistent jusqu’au 20 janvier et s'accompagnent d'une adénite inguinale bilaté- 
rale. La réaction de Wassermann et l’épreuve de la floculation (Meinicke) 
sont positives. Les nodules se résorbent progressivement, et, le quatre-vingt- 
dixiéme jour, ils ont 4 peine le volume d’un petit pois. Toutefois, et c’est la 
le point important, @ nul moment le Chimpanzé n'a présenté de chancre au 
niveau de Vinoculation a lUarcade sourciliére ou au prépuce, comme le fit le 
Chimpanzé ayant servi a U'épreuve de la virulence en 1914. 

2. Chimpanzé Zou-Zou. — Ce Chimpanzé avait servi a une expérience de 
prophylaxie antisyphilitique au moyen du Stovarsol, administré per os. Aussi, 
nous sommes-nous assurés de l’absence, chez lui, d’une infection syphili- 
tique inapparente, en éprouvant la virulence de ses ganglions inguinaux 


Fic. 4. — Syphilides corymbiformes aprés inoculation accidentelle de la 
souche Truffi, vingt-trois ans aprés son isolement. Entretien ininterrompu 
sur le lapin. 


(inoculation au lapin). Cette épreuve, faite le 30 novembre 1931, a fourni un 
résultat totalement négatif. Le 14 décembre 41931, nous inoculons l'animal 
avec le méme virus Truffi (arcade sourciliére, prépuce et scrotum). Le hui- 
tiéme jour, apparition de deux nodules au niveau de la greffe scrotale. Le 
quatorzi¢me jour, un de ces nodules augmente de volume, s’accompagne 
d’adénite inguinale, mais ne s‘’ulcére pas. Il contient de trés nombreux tré- 
ponémes (20 par champ microscopique). Ces lésions se résorbent le 20 jan- 
vier. Cependant, au cours des soixante-quatorze jours écoulés depuis les 
scarifications infectantes, aucun syphilome n’est apparu dans ces régions. 

3. Chimpanzé Li-ké. — Observations en tous points semblables aux deux 


> 


précédentes (Cf. Ill? mémoire a paraitre). 


Quant 4 la virulence de cette souche pour homme, nous 
avons été & méme de l’apprécier, vers la méme époque, par 
suite d’un autre accident de laboratoire. L’inoculation fut 
suivie, aprés vingt et un jours d’incubation, d’une éruption 
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cutanée localisée de syphilides corymbiformes, accompagnée 
d’adénopathie satellite, et sans nulle tendance a l’ulcération 
(v. fig. 1). Réaction de Wassermann partiellement positive. 

Kn résumé, /es résultats enregistrés en 1914 et en 1922, chez 
les simiens et chez VThomme, permettent de conclure que le virus 
syphilitique Truffi, entretenu pendant six et quatorze ans par 
des passages fréquents sur le lapin, avait subi des modifications 
manifestes de sa virulence. Trés pathogéne pour le singeen 1914, 
wlétait moins pour l espece humaine, chez laquelle, & cette date, 
comme dailleurs hut ans plus tard, wl ne provoquatt qu'une 
papule non suivie de chancre ou de manifestations seconduires, 
quoique accompagnée de séro-réaction positive. En 1931, aprés 
vingt-trois ans, la souche Truffi paraissatt totalement dépourvue 
de propriétés chancrigénes pour le Chimpanzé, et n était virulente 
que par greffe sous-scrotale. Les lésions, d’aspect nodulaire et 
non ulcérées, étaient limitées et ne s'accompagnatent que d'une. 
adénopathie inguinale, elle-méme fugace. 


* 
woe 


Mais voici d'autres expériences plus récentes et encore iné- 
dites, qui viennent confirmer ces conclusions : 


a) VigvLENCE pu virus TRUFFI POUR LE CuIMPANZB, APRES PASSAGE 
SUR LA SOURIS BLANCHE(en Collaboration avec M. Vieuchange). — 
Nous nous sommes servis du virus Truffi entrelenu depuis 
vingt-sept ans sur le lapin et ayant subi un seul passage sur la 
souris blanche. 


ExpéRIENCES. — 3 souris (613, 644 et 615 B) sont inoculées, par voie sous- 
cutanée, avec des greffons de syphilome Truffi, le 14 novembre 1933, le 
21 mars, le 17 avril et le 23 mai 1934. Elles sont sacrifiées trois cent trente- 
deux jours aprés la premiére inoculation. L’examen histologique de leurs 
ganglions périphériques révéle la présence de spirochetes (méthode de Die- 
terlé). On apprécie l’activité pathogéne de ces ganglions et de lencéphale, 
pour le lapin et pour le Chimpanzé. 


Virulence pour le lapin (greffe sous-scrotale). 


, Lapin 596A : résultat posilif le 62° jour. 
Ganglen’ | Lapin 598A : résultat positif le 48° jour. 
Lapin 593A : résultat positif le 76° jour. 

Cerveau . . 2 Lapin 594A : résullat positif le 16° jour. 
Lapin 595 A : résultat posilif le 55¢ jour. 
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Cette expérience montre que /e virus Truf fi, aprés avow été 
cullivé pendant trois cent trente-deux jours dans l'organisme de 
la souris (ganglions lymphatiques et névraxe), continue a@ élre 
par faitement virulent pour le lapin. 

Quelle est son aclivité pathogéne pour le chimpanzé? 

Le Chimpanzé Jargon est inoculé, par scarification de l’arcade 


- = O.VONSTANTIN, 


Fie, 2. — Chimpanzé Jargon. Coupe de chancre de l'arcade sourciliére. 
Inoculation de la souche Lekd. Dieterlé. Gross. : 800/1. 


sourcilrére et du rebord palpébral droits, avec une émulsion de 
ganglions lymphatiques des mémes souris, et, 4 gauche, avec 
une émulsion névraxiyue. Aucun résultat positif pendant cing 
mois d observation. 

Ainsi, la méme souche tréponémique Truffi, entretenue sur le 
lapin et la souris, s'est révélée dénuée de virulence chancrigéne 
pour le Chimpanzé, peu importe son origine ganglionnaire, ou 
névraxrique. Il s'agit done d'un véritable changement des pro- 
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priétés pathogénes d'un virus spécifique, qui, a force d'étre cultivé 
dans les tissus du lapin et de la souris, a perdu en bonne partie 
sa virulence chancrigéne pour les singes anthropoides et pour 
Vhomme (1), tout en conservant intacte la méme virulence pour 
les rongeurs. 

Ce qui montre bien qu’une telle modification est une consé- 
quence de l’adaptation & l’organisme de certains de ces ron- 


Fic. 3. — Chimpanzé Jargon. Ganghon lymphaltique axillaire. 
Présence de trois tréponémes. Dieterlé. Gross. : 950/1. 


geurs, c'est qu’une autre souche de virus syphilitique d'origine 
humaine, fratchement isolée, et n’ayant subi qu'un nombre trés 
restreint de passages sur le lapin, s'est révélée hautement chancri- 
géne pour le Chimpanzé, voireméme pour l’anthropoide qui avait 
résisté a l’inoculation de la souche Truffi. En voici la preuve : 


Expérrenck. — Malade Lekd., porteur d’un syphilome préputial trés riche 
en spirochétes. Excision du chancre, et inoculation, par greffe sous-scrotale, 


(1) Un essai sur un sujet humain bénévole nous a montré que la souche 
Truffi, passée sur la souris, engendrait des lésions papuleuses cutanées 
contenant des tréponémes: 
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aux lapins 335 B, 337 B, 338 B, 339 B, et, par voie sous-cutanée, a sept souris— 
Parmi ces lapins, deux ont réagi par un syphilome scrotal ayant apparu le 
quatre-vingt-quatriéme et le cent-quatri¢me jours, alors que les souris, 
sacrifiées le soixanle-dix-neuviéme jour, ne contenaient pas de virus inocu- 
lable au lapin dans leurs ganglions lymphatiques périphériques (greffe néga— 
tive aux lapins 849 B a 852 B), mais des spirochétes. 

Les Chimpanzés Jargon (le méme qui a servi 4 l’expérience précédente) et 
Cora (Chimpanzé neuf), sont inoculés aux arcades sourcili¢res, avec des- 
tréponémes provenant du lapin 339 B, ayant réagi par uu syphilome spéci- 
fique lors d’une primo-inoculation de virus de provenance humaine. 


Voici les résultats de ces essais : 


Cora, Chimpanzé femelle, inoculé le 15 mars 1935. Le 24 avril, soit quarante: 
jours aprés, apparition de deux papules qui s’ulcérent, persistent jusqu’au 
43 juin et se couvrent de croutes. Présence de nombreux tréponémes. 

Jargon, Chimpanzé male. Méme inoculation. Le 24 avril, soit quarante jours. 
apres la scarification, apparition de trois papules contenant de nombreux 
spirochétes; une de ces papules est excisée le 2 mai (quarante-huitiéme jour). 
La lésion persiste, s’'ulcére et se couvre de crottes, pour se cicatriser le 
23 juillet. Examen histologique : ulcération superficielle, avec hypertrophie de 
la couche de Malpighi au voisinage de |’érosion. En profondeur, périvascula- 
rite lymphocytaire et plasmatocytaire typiques. Nombreux spirochétes entre 
les cellules épithéliales de la couche basale, autour des vaisseaux et a 


proximité des follicules pileux [(voir fig. 2). Présence de tréponémes dans. 
les ganglions axillaires (voir fig. 3). 


Cette expérience montre qu’un Troglodytes niger qui avait 
résisté & Vinoculation de la souche Truffi adaptée depuis de 
nombreuses années & l’organisme du lapin, et ayant subi un 
seul passage sur la souris, a contracté une syphilis incontes- 
table, se traduisant par un syphilome tréponémique de l’arcade 
sourciliére, lors d’une seconde scarification, pratiquée cing 
mois plus tard, avec une souche de virus humain n’ayant 
passé qu'une seule fois sur le lapin. La méme souche s’est 
révélée, d’ailleurs, parfaitement pathogéne pour un autre Chim- 
panzé neuf (Cf. tableau I). 

Ainsi, nul doule possible : cz/tzvé dans Vorganisme d’espéces 
animales éloignées de celle de l'homme et des anthropoides 
(Japins et sourrs), le virus syphilitique subit des modifications 
appréciables de son activité pathogéene, si lon en juge d’apres les 
signes cliniques et l’évolution des accidents locaux qu'il provoque. 
Hautement virulente pour le lapin, une telle souche se révéle soit 
peu active, sort totalement exempte de virulence chancrigéne, tant 
pour Uhomme que pour le Troglodytes niger. 
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De tels résultats nous apparaissent pleins de promesses. IIs 
laissent espérer que st, a force de patience, on persistait a faire 
subir de tres nombreux passages sur le lapin, & une souche de 
virus spécifique offrant, dés lorigine, quelque tendance a latté- 
nuation, st, par ailleurs, on accentuait cette atténuation en 
s'adressant a des espéces animales réceptives autres que le lapin 
ou la souris, on aurait peut-étre quelques chances d obtenir ainsi 
un virus-vaccin, capable de créer, chez Vhomme, un état de preé- 
munition antisyphilitique, dont les résultats pratiques seraient 
incalculables. 

Mais ce ne sont la, en l'état actuel de nos connaissances, que 
de simples présomptions. Contentons-nous, pour l’instant, 
d’enregistrer les faits que l’expérimentation nous réyéle, et per- 
sévérons dans celte voie, dont on ne peut prévoir, avec certi- 
tude, l’issue. 


§ Ul. — Syphilis expérimentale inapparente de la souris 
(lymphite tréponémique). 


L’existence d’une syphilis cliniquement inapparente chez la 
souris blanche a été mise en lumiére par Kolle et Schloss- 
berger (1). Elle se traduit par la virulence des ganglions lym- 
phatiques périphériques et du néyraxe, ainsi que par la pré- 
sence de tréponémes dans ces ganglions [Jahnel et Prigge (2), 
Levaditi et Schcen (3), Schlossberger (4), Li Yuan Po (5), 
P. Lépine (6), Levaditi, Vaisman, Schoen et Mezger (7), entre 
autres]. Nous nous sommes demandé : 1° Quelle peut étre la 
virulence du sang circulant, chez de telles souris syphilisées, et 
2° sal est possible de transmettre cette infection inapparente en 
série. Ci-apres les résultats de nos essais (8). 


(1) Kotve et Scutosssencer. Deut. med. Woch., n° 30, 1926, p. 1245; Ztbl. f. 
Bakt., 104, 1927, p. 237; Deut. med. Woch., n° 4, 1928, p. 129. 

(2) Jannet et Pricer. Deut. med. Woch., 55, 1929, p. 694. 

(3) Leyaprti et Scnorn. C. R. Soc. Biol., 109, 1932, p. 811. 

(4) Scutosspercer. Zébl. f. Bakt., 104, 1927, p. 237. 

(5) Li Yuan Po. C. &. Soc. Biol., 105, 1980, p. 541. 
6) P. Liéping. C. R. Soc. Biol., 101, 1929, p. 777. 
1) Levaoiti, VAIsMAN, Scuoen et Mezcer. Ces Annales, 50, 1933, p, 222. 


( 
( 
(8) Levapitr et Constanrinesco. C. R. Soc, Biol., 414, 1932, p. 967. 
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1° Le SANG DES SOURIS ATTEINTES DE TREPONEMOSE CLINIQUEMENT 
OCCULTE, CONTIENT-IL LE VIRUS SYPHILITIQUE? — I] nous a paru 
inléressant de rechercher si le virus syphilitique circule dans 
le sang des souris blanches ayant recu, sous la peau, des 
greffons de chancre tréponémiyue de lapin (souche Truffi). Le 
probleme est particuligrement intéressant. En effet, étant 
donnée l’infectiosité d’organes, tels que le cerveau ou la rate, 
on peut se demander si cette infectiosilé n’est pas due, précisé- 
ment, a la présence du virus dans le sang circulant, et non pas 
aune pullulation locale du germe. Nous montrerons, en effet, 
au cours de ce Mémoire, que de tels organes sont, ou totale- 
ment exempts de tréponémes, ou trés pauvres en parasites spi- 
ralés. 

Afin de résoudre ce probleme, nous avons inoculé le sang, 
recueilli par ponction intracardiaque, sous le scrotum et dans 
le testicule de lapins neufs. D’autre part, nous avons apprécié 
la virulence des ganglions poplités de ces lapins, de maniére a 
préciser si les animaux étaient ou non atteints d’infection spé- 
cifigue inapparente. Le détail de nos expériences, concernant 
sept séries de souris, dont l’infection datait de sept, vingt et un, 
cinquante, soixante-huit, quatre-vingt-huit, cent treize et cent 
trente-neuf jours, ont été relatés ailleurs (Cf. Levaditi et Cons- 
tantinesco, loc. cit.). Ils nous ont autorisé & conclure que quel 
que soit le moment, entre le septiéme et le cent-lrente-neuvieéme 
jours, ow Lon pratique lexamen, le sang des souris inoculées de 
syphilis par vote sous-cutanée, et en proie a une tréponémose cli- 
niquement inapparente, ne paratt pas contenir le virus syphili- 
tique. Ces données prouvent que Vinfectiosité du systéme lym- 
phatique, du névraxe et d'autres organes, ches les souris blanches 
syphilisées, ne dépend pas de la virulence du sang circulant, 
mars appartient en propre a ces tissus. 


2° PEUT-ON TRANSMETTRE EN SERIE LA TREPONEMOSE CLINIQUEMENT 
OCCULTE DE La socris? — Levaditi et Constantinesco (1) se sont 
demandé s’il était possible de réaliser indéfiniment la lymphite 
tréponémique, en effectuant des passages de souris 4 souris, 
comme on reproduit, presque réguliérement, le syphilome spi- 


(4) Levapitr et Constantinesco. C. R. Soc. Biol., 412, 1933, p. 46. 
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rochétien par des inoculations sous-scrotales chez le lapin- 

Des souris blanches sont inoculées, par greffe sous-culanée,. 
avec des fragments de syphilome de lapins riche en trépo- 
némes (souche Truffi). Vingt-six et vingt-sept jours aprés la 
primo-inoculation, les animaux sont sacrifiés. Leurs ganglions. 
lymphatiques, ainsi que la rate, sont inoculés 4 d’autres souris. 
neuves. Des passages semblables sont effectués, par la suite. 
Chaque fois qu'un tel passage est réalisé, on éprouve la viru-- 
lence des glandes lymphogénes donneuses (inoculations sous- 
scrotales au lapin), et, dans certains cas, on précise la teneur- 
tréponémique de ces glandes (méthode de Dieterlé). Voici les. 
résultats de nos deux séries d’essais : 


TasLeau II. 


DUREE bh acs 
INOCULATION de l'infection VIRULENCE bes tecleg tg 
j les ganglions 

Se Résultat 


Série I: Inoculation démulsion de ganglions lymphatiques et de 


Premiére 26 Lapin 885P ++. 
1°° passage 20 Lapin 102R +4. 
2 passage 44 _ 

3° passage M4 Lapin 544R +++. 


WP DUSSHU Cre 5 oon tne ahs 425 Lapin 5835 0. Négatif. 
< Lapin 8008 0. Négatif. 
5° passage ak Lapin 801 0. Négaltif. 
Be apin 969S 0. Négatif. 
6" passage wy 33 Lapin 9708S 0. Negatif, 
T* passage 49 Lapin 9945 0. Négatif. 


Série II : Inoculation de ganglions lymphatiques. 


a { Lapin 581S +4. Positif. 
Premiere Lapin 5828 ++. Positif. 
4°? passage Lapin 930S ++. Négatif. 
2° passage sae es 9918S 0. Négatif. 
ge apin 219T 0. Négatif. 
RES Cente cea Lapin 220T 0. Négalif, 


Les expériences montrent que les passages de souris & souris 
n’ont pas pu étre continués indéfiniment. La transmission s’est 
arrétée au troisiéme, pour la premiére série, et au premier, 
pour la seconde. Il en résulte gue si l’on s’adresse d une souche 
humaine isolée depuis de nombreuses années, la tréponémose- 
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imapparente de la souris (lymphite tréponémique), ne peut pas 
étre conférée, sans interruption, d’animal a animal, contraire- 
ment a ce qui a lew lorsquon inocule la syphilis apparente au 
lapin. L’infection s’arréte tot ou tard, du fait d’une autostérili- 
sation, rentrant dans le cadre des infections autostérilisables, 
observées au cours de certaines Ectodermoses neurotropes par 
C. Levaditi, Sanchis-Bayarri et Schcen (1). 

Un autre fait intéressant se dégage de nos recherches : il se 
peut que des ganglions lymphatiques de souris de premier 
passage (série Il), soient virulents par inoculation au lapin, 
sans quils contiennent des Treponema pallidum ’ examen 
microscopique. Cela montre que des glandes lymphogénes, 
apparemment aspirochétiennes, sont, néanmoins, douées d’acti- 
vité pathogéne, ce qui confirme, une fois de plus, les consta- 
tations antérieures de Levaditi, Schoen et Sanchis-Bayarri (2), 
concernant l’existence d’un cycle évolutif du virus syphili- 
tique, comportant une phase infravisible. 

3° Le Treponema pallidum dans le systéme lymphatique péri- 
pheérique des sourts atteintes de lymphite tréponémique inappa- 
rente. Nous avons vu, dans ce qui précéde, que la syphilis, 
cliniquement inapparente, de la souris blanche, s’accompagne 
de Ja présence du spirochete de Schaudinn dans les ganglions 
lymphatiques périphériques. Le parasite a été retrouvé, soit 
sur coupes, apres imprégnalion argentique (méthodes de 
Jahnel et de Dieterlé), soit & V'examen ultramicroscopique 
[Kato (3), Bessemans et ses collaborateurs (souris), Yasa- 
moto (4) (rats)]. Nous envisagerons, dans ce qui suit, d’abord, 
la valeur comparative des deux techniques sus-mentionnées 
(coupes et ultra-microscope), ensuite le mécanisme qui préside a 
la dispersion des tréponémes dans le systeme lymphatique péri- 
phérique. 


a) VALEUR COMPARATIVE DE L’EXAMEN SUR COUPES IMPREGNEES A 
L’ARGENT ET DE L’OBSERVATION ULTRAMICROSCOPIQUE. — En 1933, 
van Haelst (5), collaborateur de Bessemans, a relaté des obser- 


Levapiti, SaNncuis-Bayarri et Scnoen, C. R. Soc. de Biol., 98, 1928, p. 941. 
Levapit1, Scnoen et Sancats-Bayarri, Ces Annales, 42, 1928, p. 475. 

Kato, Lues, 6, 1934, p. 3. 

Yasamoro, Lues, 8, 1932, p. 9. 

Vv 


(4) 
(2) 
“ 
4 
(5) Van Hagtsr, C. R. Soc. de Biol., 113, 1933, p. 1535; ibid., 144, p. 179. 
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Tasteau III. 


TOTAL PAR SOURIS 


NOMBRE DES SPIROCHETES 


par champ 


en minutes 
pour chaque coupe 
Temps 
d'observation 


Nombre 


AGE DE LA SYPHILIS 
en jours 
des spirochétes 


TEMPS D'OBSERVATION 
en minutes 


Total pour 
chaque coupe 


wrt ow 


16, 17, 30, 51, 24 | 
(225 2%. 3518, 105 ri eG 28, | 
! 48, 24, 1, | 


FC 


so ert Oo 


4,4 
Va Latent 12 
8, 4, 4, 


4 
2 
0 
2 
: 
4, 
4 
0 
2 
2 
4 


ocw 


vations concernant la possibilité de déceler des spirochétes 
dans des ganglions lymphatiques de lapin et de souris, et 
aussi dans des encéphales de souris, doués de virulence, et 
cela par le simple examen & l’ultramicroscope, & la condition, 
toutefois, de s armer de patience et d’examiner des milliers 5 
champs. ip tant donné qu’en s’adressant aux méthodes d'impré- 
gnation argentique, on n’a découvert que de trés rares trépo- 
némes dans les ganglions lymphatiques de la plupart des japins 
porteurs de syphilomes scrotaux, et que, par ailleurs, jamais 
personne n’a retrouvé, sur coupes, des parasites spiralés dans 
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l'encéphale de souris atteintes de lymphite tréponémique, on a 
limpression, 4 la lecture du travail de van Haelst, que la 
méthode histologique est de beaucoup moins fidéle que celle 
utilisée par l’auteur. Or, ce n’est la qu’une impression, tout au 
moins pour ce quia trait aux ganglions lymphatiques. En effet, 
laissons, pour linstant, de coté la question des encéphales, que 
nous envisagerons en temps voulu (Cf. le troisitme Mémoire a 
paraitre prochainement), et bornons-nous & évaluer la valeur 
respective des deux techniques appliquées a l'étude des glandes 
lymphogénes. Que nous enseigne |l’expérience a ce sujet [Cf. 
Levaditi, Scheen, Vaisman et Haber (1) |? 

Des ganglions lymphatiques inguinaux et axillaires de souris 
syphilisées par voie sous-cutanée (virus Truffi), ont été 
examinés, du point de vue de leur richesse en spirochétes, sur 
coupes imprégnées al’argent par la méthode de Dieterlé. Nous 
avons noté le nombre des parasites décelés, et chronométré, 
aussi exaclemenl que possible, le temps qu'il nous fallait pour 
les découvrir. Les résultats enregistrés sont consignés dans le 
tableau ci-contre (Tableau III). 

Kn outre, dans deux cas (souris syphilisées depuis cent trente- 
six et cent soixante jours), nous avons eu soin de nous confor- 
mer a la technique indiquée par van Haelst, en recherchant les 
spirochétes a l’ultramicroscope (2). Deux examens ont été pra- 
tiqués ainsi; les résultats obtenus ont été comparés & ceux 
fournis par l'étude histologique des glandes lymphogénes 
provenant des mémes animaux (3). Ci-aprés l'ensemble de nos 
invesligations : 

Souris 4368 Ultra : 1 spirochéte sur 260 champs, 
examinés en 3 heures. 


ieonglions ae Coupes : 3 spirochétes en 9 minutes; 1 spi- 
SE OYE rochéte en 5 minutes. 


Souris 138B Ultra : 3 spirochétes sur 1.500 champs, 
(ganglions riches examinés en 7 heure. 
en parasites. Coupes : 120 spirochétes en 4/5. 


(1) Levapitr, ScHoen, Vaiswan et Haver, C. R. Soc, de Biol., 145, 1934, p. 491. j 

(2) Les examens ont été pratiqués par MM. Vaisman, Haber et Levaditi. 

(3) On sait que la répartition des éponémes entre les divers ganglions 
d’un méme animal, tout en étant sujette a des variations, est souvent assez 


uniforme. 
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Tasueau IV. — Recherche des tréponémes dans les ganglions lymphatiques 
des lapins syphilisés expérimentalement. 


GANGLIONS EXAMINES EXAMEN SUR COUPES 


NUMERO DU LaPIN 
DATE DE LA SYPHILIS 
en jours 
SOUCHE 
NOMBRE DE CHAMPS 
TEMPS D’OBSERVATION 
en heures 
NOMBRE 
des spirochétes 


871B 
879B 


lor) 
I 


Gand. Ganglions poplités. 000 Positif +-+ (v. fig. 3a). 


for) 
Co 


Gand. Ganglions poplités. 000 Positif. 4 spirochéte 
sur 30 coupes. 

: : : Positif. 1 spirochéte 
879B | 85 | Gand. | Ganglions inguinaux droits. a oni BEpocys 


000 
880B | 95 |Gand.}| Ganglions poplités droits. .000 
857B | 64 | Grim. | Ganglions poplités gauches. |10.000 
859B | 65 | Grim. | Ganglions poplités gauches. |10.000 
860B | 63 | Lekd.} Ganglions poplités gauches. 000 
897B | 56 | Truffi.) Ganglions poplités gauches. 000 
896B | 96 | Truffi.| Ganglions poplités gauches. |10.000 


sur 8 coupes. 
Négatif. 
Négatif. 
Négatif. 
Négatif. 
Négatif. 
(1)| Postlif +. 


OOF CPCI CT ODD 


({) Au total : 98.000 champs, quarante-neuf heures d’examen : 8 spirochétes. 


Enfin, au courant de l’année 1935, nous avons étudié, par les 
deux méthodes, des ganglions lymphatiques inguinaux et 
axillaires excisés chez des lapins porteurs de syphilomes scro- 
taux, provoqués par l'inoculation de plusieurs souches de virus 
syphilitique [Truffi, Gand (4) et Paris 1 et 2 (2)]. Voici les 
résultats enregistrés (C. f. tableau IV) : 

On voit, d'aprésce qui précéde, que la technique des examens 
sur coupes imprégnées a l’argent permet de déceler rapide- 
ment, souvent en moins d'une minute, chez la souris, des 
quantités considérables de Treponema pallidum, alors qu'il 
faut s’obstiner & examiner de nombreuses préparations, des 
milliers de champs et pendant des heures entiéres, avant de 
découvrir, & l'aide de l’ultramicroscope, quelques rares trépo- 
némes dans les ganglions lymphatiques. Awcun doute ne sau- 
rait donc subsister quant ad la valeur respective des deux 
méthodes : celle de Vimprégnation argentique sur coupe (Die- 
terlé) est infiniment supérieure. On pourrait nous objecter que 

(t) Nous avons obtenu cette souche, isolée par M. Bessemans, de M. Sche- 


reschewsky, A qui nous adressons nos remerciements. 
(2) Il s'agit des souches Grim. et Lekd. 
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cette derniére technique demande toute une série de manipu- 
dations préliminaires (fixation, inclusion, coloration, montage). 
Il est, cependant, bien plus aisé d’exécuter ces manipulations, 
que d’examiner pendant des heures des milliers de champs & 
Vultramicroscope. 


6) MicaNIsME QUI PRESIDE A LA DISPERSION DES TREPONEMES DANS 
“ES GANGLIONS LYMPHATIQUES PERIPHERIQUES, CHEZ LES SOURIS 


SRS 8) & PG _ConSTanTia- 


Fic. 3a. — Lapin 877 B. Ganglion poplité. Souche Gand. 
Présence de tréponémes. Dieterlé. Gross. : 950/41. 


ATTEINTES DE TREPONEMOSE CLINIQUEMENT INAPPARENTE (1). — 
D’aprés nos recherches histologiques, les spirochétes appa- 
raissent, chez les souris atteintes de lymphite tréponémique 
occulte, au contact des périthéliums vasculaires, dans les 
zones périphériques des glandes lymphogénes inguinales ou 
axillaires (au plus tot vers le huiliéme jour), la virulence de ces 
glandes précédant leur parasitose décelable sur coupes impré- 


(1) Levavirs, Varsman et, Scuoen. C. R. Soc. Biol., 419, 1935, p. 845. 
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enées a l’argent. Par ailleurs, l’examen du greffon trépone- 
migue sous-cutané montre que les spirochétes inoculés se 
transforment plus ou moins totalement en boucles ou en pelotes 
serrées, et finissent par disparaitre [on en trouve encore des 
traces le trentiéme jour, Cf. Levaditi, Vaisman, Schen et 
Mezger, Joc. cvt.]. 

Un probléme se pose : les tréponémes que Von décéle d'une 
maniére st précoce dans les ganglions lymphatiques, proviennent- 
ils d’un développement local du virus syphilitique, ou bien sont- 
ils, tout simplement, entrainés, a l'état de cadavres spiroché- 
tiens, par le courant lymphatique qui relie le point d'insertion 
du greffon (peau du dos), aux glandes lymphogeénes des régions 
inguinales ou axillaires? Suivant notre conception de lexis- 
tence d'un cycle évolutif du virus spécifique, les parasites intra- 
ganglionnaires succédent & la pénétration active et rapide (1) 
du virus syphililique dans ces ganglions, soit & l'état de tiépo- 
néme, soit, plus vraisemblablement, pendant |’évolution de la 
phase infravisible. Encore faut-il le prouver, par tous les 
moyens dont nous disposons. C’est ce que nous faisons, en 
relatant ici les résultats de nos expériences concernant |'entrai- 
nement, par voie lymphatique, des spzrochétes tués, du carmin 
et du now animal. 


1° Sprrocnk&res Monts. — a) Suspension : Une suspension concentrée de tré- 
ponémes (souche Truffi) dans de l'eau salée isotonique, est portée, pendant 
une heure, 2 la température de 60°. Elle est inoculée sous la peau de la 
région dorsale a 8 souris (n® 97 A a 10% A). Les animaux sont sacrifiés le 
trente-quatriéme jour. Absence totale de spirochétes dans les ganglions 
lymphatiques périphériques. Ces ganglions, inoculés, par voie sous-scrotale, 
a des lapins neufs, se révélent, dailleurs, avirulents. 

b) Petits fragments de sy: hilome spirochélien : Des fragments d’environ 
2 millimétres de diamétre, sont suspendus dans de l’eau salée isotonique, 
chauffés trente minutes a 70°, puis greffés sous la peau du dos a 6 souris 
(ne* 567 Ba 572 B). Les animaux sont sacrifiés le soixante-cinquiéme jour. 
L’examen microscopique de leurs ganglions lymphatiques périphériques ne 
montre pas la moindre trace de tréponémes. Inoculés par voie sous-scrotale 
a des lapins neufs, ces ganglions apparaissent dépourvus d’activité pathogéne. 

L’examen histologique d'un fragment du syphilome inoculé, pratiqué 
d’aprés la méthode de Dieterlé, a permis de déceler de trés nombreux trépo- 
némes ayant conservé leur forme caractéristique, et, en grande partie, leurs 
affinilés colorantes. L'inoculation au lapin du méme syphilome s'est revélée, 
dailleurs, sans effet appréciable. 


(4) Cette pénétration peut étre constatée dés la douziéme heure aprés lino- 
culation intra-testiculaire (Li Yuan Po. C. R. Soc. Biol., 105, 1930, p. 541) 
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Ces deux essais montrent que si Je Treponema pallidum es¢ 
tué par un chauffage a 60° ou 470°, durant trente minutes & une 
heure, son inoculation sous la peau du dos, chez la souris, ne 
détermine pas l'apparition de spirochétes argentophiles dans les 
ganglions lymphatiques périphériques. 


a eR 
yo 
fs 
i : 


» 
* 
ok, 


AER 


(on 
J 


Cae 


Fic. 4. — Souris. A, grains de carmin dans les monocytes des ganglion 
lymphatiques inguinaux; B, phagocytose macrophagique des grains de 
charbon au point d’inoculation sous-cutanée; C, grains de charbon dans 
les gros monocytes des ganglions inguinaux. Hémalun. Gross. : 750/4. 


c) Tréponémes ayant conservé en partie leur vilalilé : De gros fragments de 
syphilome, riches en parasites spiralés, sont plongés dans de l’eau salée 
isotonique, puis chauffés 4 70°, pendant trente minutes. Leurs dimensions 
sont telles, que l'élévation de la température n’est pas, dans la »rofondeur 
du tissu, celle quindique le thermométre introduit dans le liquide ot les 
fragments plongent. De ce fait, cerlains tréponémes échappent a laction 
nocive de la chaleur, ce que démontrent, par ailleurs, les résultats positifs 
fournis par leurs inoculations sous-scrolales au lapin. Or, dans ces conditions, 


Annales de l'Institut Pasteur, t. 56, n° 3, 1936. 18 
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l'insertion de greffons, sous la peau de la souris, est suivie, le soixante-qua— 
torziéme jour, de l’apparition de spiroghétes argentophiles dans les ganglions- 
lymphatiques. Ces ganglions sont parfaitement virulents. 


Ainsi, la présence du Treponema pallidum dans le systeme 
lymphatique des souris inoculées par vote sous-cutanée, n'est pas 
le résultat d'un entrainement passif decadavres spirochétiens par 
le courant lymphatique. Elle traduit un développement actif 
in situ de la forme végélative du virus. 

Ajoutons que, de ce point de vue, les tréponémes tués se 
comportent différemment du carmin ou du noir animal. En 
voici la preuve : 


Carmin. — L’injection d/une suspension de carmin sous la peau du dos de 
la souris est suivie de l’apparition de grains de carmin dans les ganglions. 
inguinaux et axillaires, dés le vingt-sixiéme jour. Ces grains sont inclus- 
dans de gros monocytes basophiles (Cf. fig. 4). 


Noir animaL. — Nous nous sommes servis d'une suspension de noir animal 
dans l’eau distillée, utilisée en thérapeutique humaine [Cf. Saint-Jacques (1)]- 
L’injectionde cette préparation a la souris, par voie sous-cutanée, a déclanché 
un processus résorplif local, ot les propriétés phagocytaires des histiocytes. 
sont apparues au premier plan. Or, chez de telles souris, des granulations- 
de charbon ont pu étre décelées dans les macrophages et les cellules géantes-. 
des ganglions lymphatiques périphériques, dés le dixiéme jour (voy. fig. 4). 


Il en résulte que da présence du Treponema pallidum dans le 
systéme lymphatique périphérique des souris syphilisées expé- 
rimentalement, par vove sous-cutanée, est due au développement 
in situ de la forme végétative du virus syphilitique, et non pas 
ad unentrainement passif de cadavres spirochétiens, que le greffon 
sous-cutané renferme jusgwau trentiéme jour, en quantité plus 
vu moins considérable. 


§ Ill. — Syphilis expérimentale du lapin. 


1° PRopriirés BIOLOGIQUES DU VIRUS SYPHILITIQUE CONTENU 
DANS LES SYPHILOMES RESIDUELS CHEZ LES ANIMAUX PREMUNIS (2). 


On sait qu’au cours de l’évolution de la syphilis expérimen- 
tale du lapin, une nouvelle inoculation de virus syphilitique 


(1) B. Ménérret, Le carbone activé intraveineux en thérapeutique. Thése de 
Paris, 1935. Le Frangois, éditeur, 
(2) Levapiti, Vaisman el Scuoen. C.R. Acad. des Sciences, 198, 1934. p. 682. 
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de passage, pratiquée au dela du soixante-dixiéme jour, reste 
sans effet. Cet état de prémunition se traduit, cliniquement, 
par la non éclosion du syphilome scrotal, et, histologiquement, 
par la destruction progressive et totale du Treponema pal- 
fidum, lequel ne réussit pas & envahir les lissus environnants, 
comme il advient lorsque la méme inoculation est pratiquée a 
des sujets neufs {[Strempel et Armuzzi (1), Levaditi, Vaisman 
et Schoen (2)|. Or, on constate fréquemment que, malgré cet 
état de prémunition, certains animaux offrent des syphilomes 
scrotaux résiduels, persistant plus de deux cents jours aprés 
infection et trés riches en spirochétes. La présence de tels 
syphilomes n/influe guére sur l’immunité culanée acquise, 
attendu que toute réinoculation scrotale, effectuée avec du virus 
spécifique de passage, reste inopérante. 

Nous nous sommes demandé si, du fait de sa vie prolongée 
dans un organisme, par ailleurs, prémuni, le virus syphilitique 
contenu dans les chancres résiduels ne subissait pas des modi- 
fications de ses propriétés biologiques, et, en particulier, de sa 
virulence. Le TJreponema pallidum ne devient-il pas, en 
Poccurrence, résistant aux moyens défensifs (humoraux ou 
cellulaires) qui assurent la prémunition cutanée? 


ExpERIENCE. — Syphilome résiduel souche 425 U, excisé deux cent deux jours 
aprés Vinoculation. Aspect histologique habituel, tres nombreux tréponémes. 
Inoculation aux lapins neufs104X,105 X,106X; apparition de chancresscrotaux 
riches en spirochétes le quarante-huitiéme jour. Inoculation simultanée aux 
lapins prémunis 108U et 113U, infectés depuis cent quatre-vingt neuf jours. 
Résorplion complete du greffon. Cette expérience montre que le virus spéci- 
fique contenu dans les chancres résiduels d’un lapin prémuni, s'est com- 
porté, du point de vue de sa virulence, tout comme le virus de passage. 


Il résulte de [ensemble de nos multiples essats, que le Trepo- 
nema pallidum ayant vécu plus de deux cents jours dans un 
organisme prémuni, ne subit aucune modification de ses pro- 
priétés biologiques, et, en particulier, de sa virulence. Il ne parait 
pas avoir acquis la faculté de résister aux moyens défensifs 
(cellulatres ou humoraux) dont dispose Vorganisme en état de 
prémunition. Liagent pathogene de la syphilis parait donc se 
comporter différemment des trypanosomes et des spirilles de la 


(1) Strempen et Armezza. Dermato'ogische Zei/schr, 50, 1927, p. 423. 
(2) Levapitr, Vaisman et Scuorn. C. R. Soc. Biol., 144, 1933, p. 504. 
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fievre récurrente, lesquels sont susceptibles de devenir anticory's 
résistants, lors des récidives constatées au cours de l'évolution 
des trypanosomiases, ou des processus récurrentiels. 


2° CycLE EVOLUTIF DU VIRUS SYPHILITIQUE. 


Nous avons exposé dans notre Mémoire de 1933, les princi- 
paux arguments nous ayant conduits 4 admettre, tout au moins 
hypothétiquement, que le virus syphilitique comporte un cycle 
évolutif, dont l'une des phases est infravisible, et dont l’autre, 
la phase végétalive, est représentée par le Treponema pallidum. 
Parmi ces arguments, le plus convaincant nous a paru /e con- 
traste entre la haute virulence de certains tissus, et la rareté, 
sinon Vabsence totale de tréponémes dans ces mémes tissus. Tel 
est le cas, par exemple, des ganglions lymphatiques des lapins 
syphilisés, et aussi des cerveaux de souris alteintes de spéci- 
ficité inapparente. En elfet, nous n’avons décelé que de trés rares 
exemplaires de parasites dans bon nombre de ces ganglions, 
examinés soit sur coupes soumises a l'imprégnation argentique, 
soit 4 ’ultramicroscope (Voy. p. 266). De leur cété, Bessemans, 
J. van Haelst et H. de Wilde (1), s’adressant & une méthode de 
numération ultramicroscopique, dont nous apprécierons la 
valeur au cours de ce travail (voy. page 299), reconnaissent 
eux-mémes qu’il faut parcourir des milliers dechamps, avant de 
découvrir un seul tréponéme. Ils relevent, par exemple, la 
présence de 136 4 4.314 spirochéles dans / décigramme de gan- 
glions, chez les lapins porteurs de syphilomes en évolution, et 
de 150 & 170 dans le méme poids de glandes lymphogénes, chez 
les sujets dont le chancre est cicatrisé. Etant donnée la masse 
cousidérable de tissu soumis & examen, de tels chiffres appa- 
raissent insignifiants, sion les compare au nombre incalculable 
de parasiles présents dans la méme quantité de tissu chancreux. 
Encore faut-il savoir si les données rapportées par les auteurs 
belges sont exactes, ce qui, d’aprés les remarques que !’on lira 
plus loin, est loin d’étre prouvé. 

Or, notre conception du cycle évolutif du virus syphilitique, 


(1) Bessrmans, J. van Haetsr et H. pz Witpe. Bull. de la Soc. des Diplémés de 
Microbiologie de la Faculié de Pharmacie de Nancy, n° 9, 1934. 
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? la ’ Gea 
sest trouvée confirmée par l'ensemble des recherches expéri- 
mentales et microscopiques que nous avons effectuées depuis la 
publication de notre premier Mémoire. 


Un des principaux faits plaidant en faveur de celte concep- 
tion, est /’évolution des greffons de ganglions lymphatiques de 
sourts atteintes de tréponémose inapparente, insérés suus la peau 
du scrotum du lapin. L’étude de cette évolution, exposée en 
détail dans notre Mémoire déja cité, nous a permis de conclure 
« qu’entre la greffe sous-scrotale et le moment ou apparaissent 
les premiers vestiges d’altérations spécifiques, il s’écoule une 
période pendant laquelle aucun tréponéme ne peut étre décou- 
vert, ni dans le greffon, ni dans les lissus qui | hébergent. Puis, 
brusquement, les formes spirochéliennes font leur apparition, 
en méme temps que la structure lissulaire change d’aspect, 
pour revétir les caractéres microscopiques du chancre syphili- 
tique. Tout se passe comme si le virus utilisait celte période 
latente pour accomplir un cycle évolutif, comportant des slades 
intermédiaires infravisibles, stades qui précédent la phase tré- 
ponémique végélative ». 

Continuant ces investigations, nous avons montré, depuis, 
que | évolution du greffon et du virus spécifique qu’il renferme, 
s’effectue de la méme maniére, peu importe si le lissu gan- 
glionnaire inoculé contient ou non, au préalable, des trépo- 
némes. Voici les recherches qui se rapportent ace sujet (1): 

Nous nous sommes adressés, d’une part, & des ganglions 
lymphatiques de souris microscopiquement exempts de spiro- 
chates, et, d’autre part, 4 des glandes lymphogénes contenant 
des Treponema pallidum, décelables sur coupe. Pouvait-on, de 
la sorte, saisir des différences entre le processus évolutif du 
virus 4 l’endroit de l’inoculation? Les lésions spirochéliennes 
apparaissaient-elles plutot lorsque le matériel d’inoculation 
était parasilé ab ovo? 


4° Ganglions lymphatiques renfermant des tréponémes. — Souris 49A et 50A, 
sacrifiées cent vingt-sept jours apres l’inoculalion sous-cutanée du virus 


(1) Levapitr, Scaozn et Varsman. C. R. Soc. Biol., 115, 1934, p. 104. 
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Truffi. L’examen sur coupes révéle la présence d’assez nombreux spiro- 
chétes autour des parois vasculaires. Des fragments de glandes lympha- 
tiques inguinales et axillaires sont greffés sous la peau du scrotum de 
8 lapins, lesquels sont sacrifiés du troisiéme au quararte-sixiéme jour. Les 


résultats fournis par l’examen des greffons sont consignés dans le tableau 
suivant (Tableau V) : 


Tastrau V. — Matériel d'inoculation contenant des tréponémes. 


SPIROCHETES DANS 


NUMERO 
du greffon 
INFILTRATION 
SYPHILOME 


polynucléaire 
ALTERATIONS 


greffon entourage 


sy philomateuses 
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Voici, par ailleurs, les détails histologiques des altérations révélées chez 
les lapins 488 S, 477S et 486 S. 


Lapin 488 S, trente-deuxiéme jour. — Greffon volumineux, complétement 
envahi par les polynucléaires et entouré d’une zone de cellules granulo- 
adipeuse. Tissu réactionnel périphérique constitué par des vaisseaux néo- 
formés, obstrués par des endothéliums hypertrophiés et entourés de lym- 


phocytes, de plasmocytes et de rares éosinophiles. Absence totale de 
tréponémes. 


Lapin 447 S, trente-neuviéme jour. — Méme type d’altérations histologiques, 
netlement plus accusées; calcification de certains éléments granulo-adi- 


peux. Absence de spirochétes dans le greffon, mais nombreux Treponema pal- 
lidum dans le tissu réactionnel périphérique. 


Lapin 486 S, qnarante-sixiéme jour. — Aspect identique. Syphilome trés 
riche en parasites spiralés. 


Cetle premiére série d’essais montre que lorsgue la greffe 
sous-scrotale est effectuée avec des fragments de ganglions lym- 
phatiques contenant des tréponémes, ceux-ci disparaissent du 
greffon pendant la premiére phase du processus (du troisiéme 
au trente-deuxtéme jour). Les premiers germes spiralés ne font 
leur éclosion qu’entre le trente-deuxiéme et le trente-neuvidme 
jours. Les lésions revétent des caractéres nettement syphiloma- 
teux, dés cette éclosion, mais peuvent, cependant, évoluer vers 
la spécificité, quelques jours avant elle. 
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Cy GANGLIONS LYMPHATIQUES ASPIROCHETIENS. — Souris 48 A et 51 A, sacri- 
‘fiées cent vingt-sept jours apres l'inoculation. L’examen des ganglions ingui- 
naux et axillaires ne révéle pas la moindre trace de spirochétes. Des frag- 
ments de ces ganglions sont greffés, par voie sous-scrotale, a 8 lapins, 
lesquels sont sacrifiés du quatriéme au quarante-huitiéme jours. Les résul- 
tats de ces essais sont consignés dans le tableau VI. 

Voici, d’autre part, les protocoles des observations microscopiques con- 
-cernant Jes lapins 487 S, 484S, 498 S et 480 S. 

Lapin 467 S, vingt-septiéme jour. — Greffon envahi par les polynucléaires. 
Altérations réactionnelles assez intenses, consistant en vaisseaux néoformés, 
entourés de gros mononucléaires et de rares lymphocytes, cellules plasma- 
tiques et éosinophiles. Absence de tréponémes dans le greffon, mais rares 
spirochétes typiques au niveau des foyers de périvascularite. 


Tasteau VI. — Matériel d’inoculation exempt de tréponémes. 
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Lapins 484 S a 410 S, quarantle-huitiéme jour. — Syphilomes typiques, trés 
riches en Treponema pallidum; absence de parasites spiralés dans les ves- 
tiges du greffon. 


Cette seconde série d’essais prouve que lorsque la greffe est 
pratiquée avec des fragments de ganglions lymphatiques viru- 
lents, mais exempts de tréponémes décelables au microscope, 
Vévolution du processus local ne différe pas sensiblement de 
celle constalée lors de Tinoculation de glandes lymphogénes 
parasitées. 

La préexistance des formes spiralées végétatives ne semble 
done jouer aucun réle effectif dans la genése des altérations 
syphilomateuses. Si les spirochétes inclus dans le matériel d’ino- 
culation remplissaient un tel réle, nous devrions constater une 
certaine précocité dans l’apparition du syphilome. Or, c'est tout 
le contraire que nous observons [incubation de trente-deux a 
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trente-neuf jours, dans le premier cas (ganglions parasités), 
contre vingt-sept jours dans le second (matériel ne contenant 
pas de tréponémes)}. : 

Nous conclurons de ces investigations que /es deus piers 
du cycle évolutif du virus syphilitique, la phase aspirochélienne 
infravisible, et la phase végétative tréponémique, évoluent de la 


Fig. 5. — A. Lapin 249T, troisiéme jour. Mobilisation des histiocytes et début 
de lipophagocytose. Hématoxyline ferrique. Gross. : 700/41. — B. Lapin 2671, 
sixiéme jour. Envahissement du greffon par des polynucléaires. I{éma- 
toxyline ferrique. Gross. : 700/14. 


méme maniére, peu importe st le matériel @inoculation con- 
tient, ownon, au préalable, le Treponema pallidum. 


Des conclusions analogues se dégagent de toute une série 
d’expériences nouvelles, dont voici les plus probantes : 

a) Evolution des greffons d’encéphales de souris, éminemment 
virulents, quoique apparemment aspirochétiens, insérés sous le 
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scrotum du lapin (1). On sait, depuis les investigations de 
Schlossberger (2), confirmées par P. Lépine (3), Li Yuan Po (4), 
et nous-mémes (5), que, quelque temps aprés l’inoculation du 
virus syphilitique sous la peau de la souris, le névraxe de cet 
animal devient virulent pour le lapin. En effet, il suffit d’en 
introduire de petites parcelles sous le scrotum, pour constater, 
aprés une incubation de plusieurs semaines, ]’éclosion d'un 


Fic. 6. — A. Lapin 249T, troisiéme jour. g, greffon; c, réaction histiocytaire 
périphérique. Hémal.-éosine. Gross. : 70/1. — B. /dem. Cellules granulo- 
adipeuses avec cytoplasme vacuolisé. Mémes coloration et grossissement. 


syphilome spirochétien typique. Or, malgré l’examen le plus 
minutieux, soit 4 l’état frais, soit aprés imprégnation argen- 
tique des coupes par la méthode de Dieterlé, il est générale- 
ment impossible de déceler des formes tréponémiques dans un 
te] névraxe virulent. 


(4) Levaoiti, Scuosn, Varsman et Constantinesco. Bull. Acad. de Méd., 109, 


4933, p. 813. 
(2) Scatosssercer. Arb. aus der Staatsinst. fir exp. Therapie, Francfort, 1928, 


fase. 21, p..345. 
(3) P. Lépine. C. R. Soc. Biol., 404, 1929, p. 777. 
(4) Li Yuan Po. Idem.. 105, 1930, p. 541. 
(5) Levapit1, Scuoen et Vaisman. [dem., 142, 1933, p. 1669. 
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Voici donc un excellent matéricl d’expérimentation, puisqu’!| 
s’agit de tissus éminemment chancrigénes, et qui, cependant, sont 
dépourvus de spirochétes au moment de linoculation. Quand, 
comment el dans quelles conditions histogénétiques les trépone¢- 
mes font-ils éclosion au niveau des greffons névraxiquesinoculés? 


Fic. 7. — Lapin 250T, douziéme jour. g, greffon; c, capsule de cellules 
granulo-adipeuses; i, foyer de périvascularite. Hémal.-éosine. Gross. : 90/4. 


L’étude de l’évolution de tels greffons permet de distinguer 
deux phases : l'une asyirochétienne, l'autre tréponémique. 


a) Puase aspirocuétienne. — Des le troisitme jour, des 
leucocytes polynucléaires, arrivés par voie diapédétique, 
envahissent le greffon et s’insinuent parmi les divers consti- 
tuants du névraxe (neurones, astrocytes et fibres myéliniques), 
lesquels sont voués & une nécrobiose précoce. Les poly- 
nucléaires ne tardent pas & englober des particules lipoidiques 
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(voy. fig. 5). Sitot aprés, parfois méme simultanément, les his- 
tiocytes du tissu conjonctif environnant se mobilisent, pour se 
diriger vers la périphérie du greffon. Ils émettent des prolon- 
gements cytoplasmiques multiples, revétent l’aspect des fibro- 
blastes des cultures cellulaires, et se vacuolisent. Arrivés a 
proximité du greffon, ces histiocytes s’emparent des lipoides 
contenus dans ce dernier (Voy. fig. 6). On assiste ainsi A un 


biG. 8..-- Lapin 250T, douziéme jour. Cellules granulo-adipeuses périgreffales, 
contenant des corpuscules lipoidiques. Début d’organisation. Hématoxyline 
ferrique. Gross. : 700/14. 


phénoméne de lipophagocytose, s'acheminant vers la trans- 
formation de ces éléments en cellules granulo-adipeuses {del 
Rio Hortega] (V. fig. 5A). Il se constitue ainsi une véritable 
capsule, & laquelle participent plusieurs assises de lipophages, 
dont quelques exemplaires pénétrent plus ou moins profondé- 
ment dans le greffon. Celui-ci finit par se nécroser intégrale- 
ment (fig. 6A). Vers le douziéme jour, eae de la 
capsule périgreffale est trés avancée (fig. 7); elle s’opére par 
voie de néo-vascularisation. Des capillaires, entourés de lym- 
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phocytes, s’insinuent parmi les cellules granulo-adipeuses, 
lesquelles résorbent progressivement les lipoides phagocytés. 
Un tissu plurilobé, d’apparence acineuse, se forme ainsi tout 
autour de la greffe. La figure 8 montre la présence de corpus- 
cules lipoidiques dans le cytoplasma des lipophages, corpus- 
cules qui rappellent la structure des fragments de fibres 
myéliniques contenues dans le greffon. L’aspect est plus carac- 


Fie. 9. — A. Lapin 854T. Gre/fe de cerveau normal, vingtiéme jour. Nid de cel- 
lules granulo-adipeuses entourées de lymphocytes. Hémalun. — B. Méme 


nid. Les cellules granulo-adipeuses renferment des lipoides. Rouge écarlate. 
Gross. : 700/41. 


térislique encore sur les coupes en congélation, colorées au 
rouge écarlate (fig. 9 B). 

Mais tout ne se borne pas 1a. Parallélement, des foyers réac- 
tionnels d’inflammation chronique banale apparaissent dans le 
voisinage du tissu greffé (voy. fig. 10). Autour des vaisseaux 
de nouvelle formation, dont l’endothélium est hypertrophié, 
s'accumulent, soit par voie diapédétique, soit par suite d’une 
multiplication caryocinétique locale, tous les éléments qui, plus 
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tard, participeront a la constitution des lésions tréponémiques 
périvasculaires. 

Il s'agit de cellules fixes fusiformes (histiocytes), de mono- 
cytes & noyaux vésiculeux, de lymphocytes, de rares cellules 


Fic. 10. — Lapin 250T, douziéme jour. Périvascularite banale, constiluée par 
des gros monocytes (m, mo) dont quelques-uns en élal de mitose (c), des 
lymphocytes (/), et de rares cellules plasmatiques (p); v, vaisseau; e, endo- 
thélium vasculaire; 4%, éosinophile. Bleu de Unna-éosine-orange. Gross. 800/!. 


plasmatiques et d’assez nombreux éosinophiles ’ noyaux bilobés. 
C’est & ce moment (ef a ce moment seulement), cest-a-dire vers 
le vingtiéme jour qu’apparaissent les premiers tréponémes, et 
que la phase aspirochétienne céde le pas a la phase tréponé- 
mique, dont il sera question ci-aprés. 
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Un probléme se pose: quelle est la véritable étiologie des 
altérations périgreffales constatées jusqu ici? Envahissement du 
greffon par les polynucléaires, lipophagocytose, périvascularite 
monocytaire et éosinophilique, sont-tls sous la dépendance du 
virus syphilitique inoculé? Nos recherches de contréle montrent 
qui nen est rien. 

En effet, nous avons eu soin de greffer a 9 lapins, toujours. 
par voie sous-scrotale, des fragments de cerveau de souris 


~-CONSTANTIN. 


oe 


?: 
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Fic. 41. — Lapin 846T. Greffon de cerveau normal, troisiéme jour. Infiltratiom 
par des polynucléaires en partie caryolysés. Hémalun. Gross. : 600/1. 


normales, fragments frais, ou préalablement chauffés & 100°. 
L’examen histologique a été effectué, les troisiéme, sixiéme, ~ 
septiome, huitiéme, treizisme, vinglitme, vingt-septiéme, 
trente-quatriéme et quarante et uniéme jours, donc au méme: 
rythme que l’examen des greffons virulents. Sans entrer ici 
dans les détails de nos constatations, nous nous bornerons a 
faire observer que, pendant la premiére phase aspirochétienne 
du processus, tous les phénoménes réactionnels décelés chez 
les sujets greffés avec des parlicules névraxiques virulentes, se 
trouvent identiquement reproduits chez les animaux ayant recu, 
sous le scrotum, des greffes de cerveau normal (fig. 11, 12, 13). 
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Les dissemblances ne s'affirment que plus tard, @ partir du 
moment ou les tréponémes font leur apparition. En outre, 
étude des greffons tués par la chaleur montre que seuls les 
tissus de Vanimal-hdte participent aux phénoménes réac- 
tionnels décrits ci-dessous ; le greffon, lui, reste inerte, passif, 
élant voué a une résorplion souvent intégrale. Nous conclurons 
de l'ensemble de ces données microscopiques que pendant la 


Fic. 12. — A. Lapin 856T. Greffon de cerveau normal, treiziéme jour. Périvas- 
cularite monocytaire. Histiocyles, lymphocytes et rares polynucléaires. — 
B. Lapin 854T. Méme greffon, vingtiéme jour. Mémes altérations; présence 
d’éosinophiles. Hémalun. Gross. : 700/1. 


premiere phase aspirochétienne du processus, les réactions 
résorplives et inflammatoires périgreffales sont indépendantes 
de la virulence du matériel inoculé. Elles sont donc banales, 
quoique constituées par l'ensemble des éléments cy tologiques, gut, 
plus tard, engendrerontle syphilome microscopique spirochétien. 


2° Puase TreeontémiquE. — C'est a la faveur de ces réactions 
inflammatoires banales, que le virus syphilitique infravisible 
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évolue vers sa phase tréponémigque. En effet, au fur et & mesure 
que la capsule granulo-adipeuse s’organise et que la périvas- 
cularite monocylaire s’affirme, le terrain devient propice a 
cette évolution, trés probablement par suile de modifications 
dans les conditions ot s’effectuent les échanges nutritifs. En 
effet, vers le vingliéme ou le trentiéme jours, les premiers para- 
sites spiralés apparaissent autour des vaisseaux, tout contre 


HiGeal 3. AG Lapin 853T, vingt et uniéme jour. 


Greffe de cerveau normal. 
Enkystement du greffon. Lobules de cellules sranulo-adipeuses et réaction 


inflammatoire périphérique. Hémalun. Gross, : 100/!1. — B. Lapin 848T 


trente-quatriéme jour. Détails histologiques des lipophages. Méme colora- 
lion. Gross. : 800/1. 


, 


leurs parois, dispersés parmi les éléments cellulaires qui les 
environuent (voy, fig. 14 B); ils se multiplient progressivement 
par la suile, sans qu’on en décéle jamais a lintérieur méme 
du greffon. Les iréponémes ne préexistent donc pas dans le 
névraxe greffé, ils n'abandonnent pas ce névrazxe pour se dis- 


perser dans les tissus de Vorganisme-héte (1), mais naissent sur 


(1) Comme il advient quand on pratique des greffes de 


syphilomes spiro- 
chétiens (Cf. Levaprer ¢ f 


t Yamanoucur. Ces Annales, 22, 1908, Pp. 763; Srremeer 


/ 
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place, au contact et ala faveur des foyers réactionnels périvas- 
culaires, vraisemblablement pour la raison que la néo-vasculari- 
sation favorise la transformation de [élément infravisible en 
sa forme végétative tréponémique. 

Or, dés l’instant que cette évolulion s’opére, laspect cyto- 
logique du processus change manifestement. A cdté des foyers 
d’inflammation chronique banale décrits ci-dessus, on constate 
des petils nodules, auxquels leur grande richesse en éléments 
cellulaires confére un aspect foncé sur les préparations exa- 


Fic. 14. — A. Lapin 251T, vingliéme jour. Greffon et reaction inflammatoire 
péri-greffale. Hémalun. Gross. : 70/1. — B. Méme lapin. Premiers trépo- 
némes autour d’un vaisseau entouré de lymphocytes, de gros mononu- 
cléaires et de rares polynucléaires. Dieterlé. Gross. : 700/1. 


minées & un faible grossissement (voy. fig. 15). Nous sommes 
au trente-troisiéme jour, et déja le contraste est frappant entre 
ces deux catégories de lésions. II consiste, d’abord, dans le fait 
que sewls les nodules denses renferment des tréponémes, ensuite, 
dans cet autre fait, que la périvascularile y revét une structure 
cytologique, sinon qualitativement, du moins quantitativement 


et Armuzz. Dermatol. Zeilschr., 46, 1926, p. 267; Levapir’, Vaisman, ScHorn et 
Mezoer. Ces Annales, 50, 1933, p. 222), 


Annales de l'Institut Pasteur, t. 56, n° 3, 1936. 49 
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diferente de celle des foyers d'inflammation avirulente (voy. 
fig. 16). 

En effet, si, d'un coté comme de l'autre, la périvascularile est 
constituée par les mémes éléments cellulaires (monocytes, lym- 
phocytes, cellules plasmatiques, voire méme éosinophiles), au 
contraire, dans les syphilomes spirochétiens incipients, la quan- 
tité respective de ces éléments n’est pas la méme, non plus que 
leur répartition. Ce qui caractérise le nodule tréponémique, 


Pia, 45. — A. Lupin 255T, trente-troisiéme jour. sy, nodules lymphocyto- 
plasmatiques périvasculaires (lésion tréponémique); c, foyers d'inflamma- 
tion banale. — B. Méme lapin, mémes lésions tréponémiques (sy). Hémalun. 
Gross, : 60/1. 


c’est la prédominance de la série lympho-plasmatocytaire, au 
détriment des gros monocytes et des polynucléaires oxyphiles. 

Ainsi, /a transformation de lélément infravisible du virus 
syphilitigue en sa phase spirochétienne, imprime au processus 
réactionnel de lUanimal-héte, non pas des modifications qualita- 
lives profondes, mais des changements quantitatifs, aboutissant 
a une véritable inversion de la formule cytologique. De la a 
admetire l'inexistence de lésions rigoureusement spécifiques de 
la syphilis, il n’y a qu’un pas; nos recherches nous autlorisent 
i le franchir. | 
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Quoi quwil en soit, a partir de ce moment, on assiste a l’éclo- 
sion de véritables syphilomes microscopiques, voire méme 
macroscopiques, tout autour du greffon. La structure cytolo- 
gique de ces syphilomes (dont nous donnons quelques exemples, 
fig. 17), est trop connue pour qu'il soit nécessaire d’y revenir. 
Ce qui frappe, c’est la multiplication, par voie de mitose, 
des cellules étoilées, multiplication qui confére au tissu un 
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Fic. 46. — A. Lapin 255T trenle-troisitéme jour. A. Périvascularite spécifique, 
avec prédominance des lymphocytes. — B. Périvascularile banale. Le 
vaisseau est en'ouré de rares lymphocytes et cellules plasmatiques et de 
nombreux éosinophiles. Bleu de Unna. Gross. : 800/1. 


aspect pseudo-myxomateux (voy. fig. 18). Ces cellules sont 
emprisonnées dans un véritable feutrage de tréponémes. Leur 
cytoplasme contient, soit des spirochétes typiques, soit des 
formes tréponémiques involutives (boucles ou granules). Tout 
se passe comme si la pullulation intensive du 7reponema 
pallidum au contact, et, vraisemblablement aussi, aux dépens 
des fibroblastes étoilés (parasitisme endo- et extracellulaire), 
incitait ces derniers a se segmenter, tout en restant en connexion 
les uns avec les autres. Enfin, ca et la, on décéle de nombreux 
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tréponemes au niveau de la couche germinalive de l’épiderme, 
ainsi que leur insinuation entre les épithéliums cutanés. 

Quelque soient les caractéres évolutifs du processus syphilo- 
mateux, un fait est certain: les spirochétes n’apparaissent a 
lintérieur du greffon que lorsqwils ont déja pullulé ailleurs. A 
un moment donné, la greffe est entourée d’innombrables para- 
sites spiralés, logés dans la capsule granulo-adipeuse; aban- 
donnant ces centres de culture périgreffale, quelques spiro- 
chétes se dispersent dans le névraxe inoculé. 


Fie. 17. — Lapin 258T. Greffe de cerveau virulent, trente-huiliéme jour. 
Syphilome microscopique riche en tréponémes. Dieterlé. Gross. : 1700/1. 


Conctusions. — De nouvelles expériences, réalisées soit avec 
du névraxe virulent (quoique apparemment exempt de trépo- 
némes) de souris syphilisées, soit avec des néoplasmes contenant 
du virus syphilitique pathogéne pour le lapin (1), confirment 
la conception dun cycle évolutif du virus de la syphilis, com- 
portant une phase vegétative tréponémique, et une autre phase 
infravisible, quoique parfaitement pathogéne. La transforma- 
tion du germe invisible en spirochetes, s effectue au contact et 
a la faveur de lésions inflammatoires vasculo-formatives banales, 


(4) Expériences faites en collaboration avec M. Constantinesco. 
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lesquelles réalisent des conditions nutritives favorables a une 
telle transformation. Les altérations tissulaires, dites syphili- 
tiques, n'offrent rien de particulier. Elles ne se distinguent des 
processus similaires avirulents, que par des modifications quan- 
titatives intéressant les divers éléments cytologigues qui les 
composent. Seule la présence du Treponema pallidum lear 
amprime un cachet étiologique spécifique. 


ch 


Fic. 18. — A. Lapin 256T, cinquante et uniéme jour. g, greffon; ch, syphilomes 
microscopiques autour du greffon. Hémalun. Gross. : 70/1..— B. Méme 
lapin. Histiocytes vacuolisés. Tréponémes phagocytés. dont quelques-uns 
en‘boucles et en granules. Dieterlé. Gross. : 700/1. 


A ces conclusions, viennent s’ajouter celles que nous nous 
sommes crus autorisés & déduire de toute une série d’essais 
récents (1), concernant l'évolution du virus syphilitique contenu 
dans des greffons syphilomateux ayant séjourné, pendant 
quelques jours, d'une part dans un organisme éminemment 
réceptif, tel le /apzn, et, d’autre part, dans un milieu particu- 


(1) Levanirs, Scnogn et Vatsman. C. R. Soc. de Biol,, 149, 1935, p. 466. 
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ligrement défavorable au développement du germe zn sifu, erm 
loccurence la sourts. . 

On sait que le Treponema pallidum subit, dans certaines 
conditions, des modifications morphologiques se traduisant par 
un enroulement sur lui-méme, donnant naissance 4 des boucles 
ou des pelotes plus ou moins serrées et compactes. On assiste,. 
de la sorte, & toutes les phases de transition entre la pelote 
lache et les corpuscules opaques, ronds ou ovalaires, d’ou se 
détache, parfois, un petit filament, vestige du spirochéte.encore 
non enroulé. De tels aspects ont été signalés dés les premiéres. 
recherches de Schaudinn et Hoffmann, et retrouvés depuis par 
de nombreux observateurs |Cf. Hoifmann (41)]. Nous-mémes, 
les avons décelés soit dans des encéphales de paralyliques 
généraux (2), soit, plus fréquemment, dans des greffons de 
syphilomes de lapin insérés sous la peau de Ja souris, ou dans 
le cerveau d’espéces animales réceptives. Que sait-on de la 
nature de ces formations? Témoignent-elles en faveur d’une 
dégénérescence du Treponema pallidum, ou représentent-elles, 
au contraire, des phases du cycle évolutif du spirochéte? 

Prowacek (3), les considérait comme des formes de repos ou 
de dépression, que le tréponéme revét lorsqu’il se trouve dans 
des conditions de vie défavorables. Levaditi, Schoen et Sanchis- 
Bayarri (4) les ont envisagées comme des formations spiroché- 
tiennes involutives, destinées a se transformer en granules 
(phase pénultiéme de !’ultravirus syphilitique). Il nous a semblé 
intéressant de reprendre l'étude du probléme sur des bases 
nouvelles. 

Or, lorsqu’on greffe, sous la peau de la souris, des fragments 
de syphilome de lapin (souche Truffi), aucun chancre n’apparait 
au point d'inoculation, ni un envahissement appréciable du 
tissu voisin par des formes spirochétiennes typiques. Et, cepen- 
dant, trés rapidement le virus peut étre retrouvé dans les 
ganglions lymphatiques périphériques, lesquels, & partir du 


(1) E. Horrmann, E. Horrmann et P. Mutzer, Morpholog. u. Biologie der Spi- 
rocheta pallida. Experim. Syphilis. Handb. der Haut- und Geschlechiskrankh..,, 
de Jadassohn, 15, 1927, p. 33. ° 

(2) Levaprtr et Li Yuan Po. C. R. Soc. Biol., 104, 1930, p. 136; également. 
Levapiti. C. R. Soc. Biol., 404, 1930, p. 477. Ces formes sont communes au Tre- 
ponema pallidum, au Spirochela partenuis et au Spirocheta cuniculi. 

(3) Prowacek. Arb. aus d. Kaiserl. Gesundheitsamt, 26, 1907, p. 29. 

(4) Levapitt, Scnogn et Sancuis-Bayarrr, Ces Annales, 42, 1928, p. 475. 
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huiliéme jour, révélent la présence du Treponema pallidum. 
Or, dans le greffon sous-cutané en voie d’involution, on constate 
que les spirochétes se transforment d’abord en boucles laches, 
ensuile en pelotes serrées et en granules argentophiles, pour, 
finalement, disparaitre complétement. Cette transformation offre 
un maximum d'intensité vers le huiltiéme ou le onziéme jour. 

Que se passe-t-il, si l’on pratique, & ce moment, |'ablation du 
greffon, et qu’on le transplante 4 nouveau sous le scrotum du 
lapin, en d’autres mots, si on le place dans un milieu infiniment 
plus favorable & la pullulation des spirochétes in sitw, que n’est 
le tissu sous-cutané de la souris? Quels seraient alors le sort des 
boucles et des pelotes, de méme que les suites de l’inoculation ? 
Le virus se comportera-t-il autrement que si on le prélevait, 
aprés un séjour de méme durée, sous le scrotum du lapin, c’est- 
a-dire sans qu’il ait subi au méme degré l’involution imprimée 
par le milieu empéchant de la souris? Afin de répondre & ces 
questions, nous avons disposé nos expériences comme suit : 


Des greffons de syphilome sont insérés, d’une part, sous la peau du dos 
de la souris, d’autre part, sous le scrotum du lapin. Aprés un séjour de onze 
jours chez la souris, et de neuf jours chez le lapin, les mémes greffons sont 
inoculés, par voie sous scrotale, a plusieurs lapins neufs (en méme temps que 
l'on pratique l’examen histologique de certains d’entre eux). Les lapins 
ereffés sont sacrifiés du quatri¢me au trente-huitiéme jours, ce qui permet de 
préciser le sort des spirochétes inclus dans le tissu greffé, ainsi que les 
caracléres microscopiques des réactions provoquées localement. 


1° GREFFONS AYANT SEJOURNE NEUF JOURS SOUS LE SCKOTUM DU 
LAPIN (MILIEU BMINEMMENT FAVORABLE). — Au moment de l’ablation 
du greffon, celui-ci contient un assez grand nombre de trépo- 
némes typiques et quelques formes en boucles serrées; les 
parasites ont déja envahi les tissus environnants et ont déter- 
miné des réactions tissulaires syphilomateuses. Placés sous la 
peau du scrotum du lapin, les spirochétes continuent, dés le 
quatriéme jour, a envahir le tissu conjonctif de l’animal-hote, 
et a déclencher un processus spécifique, dont les caractéres 
sont, le dix-septiéme jour, ceux d’un chancre syphilitique inci- 


pient typique. 


2° GREFFONS AYANT SEJOURNE ONZE JOURS SOUS LA PEAU LE LA 
SOURIS (MILIEU DEFAVORABLE). —- Lors de leur ablation, les gref- 
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fons contiennent des tréponémes typiques, associés @ un grand 
nombre de formes en boucles et en pelotes (voy. fig. 19). Insérés 
sous la peau du scrotum du lapin, les parasites évoluent d’une 
maniére sensiblement différente de celle décrite précédemment. 
Les boucles et les pelotes persistent dans le greffon jusqu’au 


Ps 


A 8 
Bn yes 


Wie. 19. — En haut, greffon sous-cutané de la souris 654B. Tréponémes en 
voie de transformation en boucles et en pelotes serrées. En bas, trépo- 


nemes dans les ganglions lymphatiques périphériques. Dieterle. Gross. : 
4.500/1. 


trente-huitiéme jour, mais l’envahissement des tissus environ- 
nants par le tréponéme ne s’effectue que bien plus tard, vers le 
vingt-neuviéme ou le trente-huiliéme jour (au lieu du quatriéme 
jour). Les altérations syphilomateuses sont & peine marquées & 
cette phase tardive du processus. 


Voici, a titre d’exemple, une de nos expériences : 
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TasLrav VII. 


SORT DU GREFFON 


GREFFON : : , 
inoculé au lapin 


ENVAHISSEMENT 


eee 


Greffon 
DONNEUR (SOURIS) 


Age en jours 
Tréponémes 
typiques 
Boucles 
el pelotes 
Examinés le 
Envahissement 


typiques 
Boucles 
et pelotes 


un 
© 
q 
3) 
= 
a. 
7) 
taal 
HH 


655B 159 B} 4° j. 
Ghiroche 160 B} 8° j 
PEFOCHCLes 44 )+++]) +++ 181 Bits 
dans les ganglions. OE ) 


657B 163B]20¢ 3. 
Absence 164 Bl24e j. 

de spirochétes TE EEEHE! OY 68 Blog], 
dans les ganglions. 166 B/38° j. 


L’ensemble de ces constatations révéle ainsi une différence 
incontestable entre les parasites contenus dans un greffon 
syphilomateux ayant séjourné neuf jours sous le scrotum du 
lapin (milieu favorable), et ceux hébergés par des greffons 
similaires, ayant vécu pendant onze jours sous la peau de la 
souris (milieu défavorable). Tres riches en formes tréponé- 
miques disposées en boucles ou en pelotes, les « gre/fons-souris » 
ne déclenchent un syphilome, chez les lapins-test, qu’aprés 
trente-huit jours d’incubation, alors que les « greffons-lapin », 
infiniment plus pauvres en de telles formes, déterminent des 
iésions spécifiques spirochétiennes dés le guatriéme jour. Ceci 
veut dire que si, par suite de conditions de vie défavorables, 
créées par le tissu sous-cutané de la souris, le tréponéme subit 
des modifications involutives et entre dans la phase précédant 
l'état infravisible, sa virulence pour le lapin se trouve, de ce 
fait, amoindrie. J/ uc faudra plus de temps pour accomplir son 
cycle et se transformer en spirochetes, que stl a vécu, pendant 
la méme périvde, dans le milieu favorable que lui offre le 
scrotum du lapin. 

Il en résulte que les formes en boucles ow en pelotes, ou 
encore les granulations argentophiles, représentent des phases 
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particuliéres du cycle évolutif du virus syphilitique. Leur sort 
final peut étre différent, suivant la nalure du milieu ot on les 
ensemence. Si ce milieu est favorable, les boucles accomplis- 
sent leur cycle complet, lequel aboutit & nouveau & la forme 
spirochétienne végétative, aprés avoir passé par les ¢lats de 
fins granules d’abord, de virus infravisible ensuite. Si, au 
contraire, le méme milieu est défavorable, elles sont destinées, 
tot ou tard, & perdre définitivement leur vitalité. 


Ainsi, l'ensemble de ces investigations, pour la plupart 
basées sur des observations microscopiques, rend de plus en 
plus plausible ’hypothése d'un cycle évolultif du virus syphi- 
litique. Mais ne peut-on pas, par un artifice expérimental, 
différencier autrement que par des recherches morphologiques, 
les deux phases du virus spécifique ? Le comportement de ces 
deux élats du germe & l’égard de cerlains agents physiques et 
chimiques, est-il identique? Afin de nous documenter sur ce 
sujel, nous nous sommes adressés a l’aclion in vitro et in 
vivo, soit des rayons y du radium, soit du rayonnement total 
de la lampe a mercure, soit, enfin, de la g/ycérine. Gi-dessous 
le résumé de nos constatations : 

a) Rayons y du radium (1). — A notre connaissance, un seul 
travail se référe & ce sujet : celui de Dorothy Wilkes-Weiss et 
Ch. Weiss (2). Les auteurs ont fait agir le radium sur des cul- 
tures de 7reponema pallidum, sans constater des modifications 
appréciables concernant la vitalité du parasite (dont la nature 
tréponémiyue est, d’ailleurs, plus que douteuse). 

Nos expériences ont consisté : 1° & étudier l’action du rayon- 
nement y de radium (3) [tubes de Pt 0,3, contenant 7 millicu- 
ries 5 de radium-élément] sur une suspension de tréponeémes 
(syphilome Truffi) dans l’eau salée isotonique (examen ultra- 
microscopique et inoculation au lapin par voie sous-scrotale) ; 


(1) Levariti, Varsman. Manin el Scuorn. C. R. Soc. Biol., 416, 193%. p- 427. 

(2) Dorotny, Witkes-Werss et Cu. Werss. Soc. for exp. Biol. and. Med., 23, 
1925, p. 87; Rosensenc et Feayz, Res. from the John H. Me Fadden Res. Lab. 
of the Jefferson Med. College, Philadelphie. 1919. 


(3) Ges tubes nous ont été confiés par MM. Regand et Lacassagne, que 
nous prions d agréer nos remerciements. 
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2° a préciser le comportement du chancre syphilitique du 
lapin, aprés introduction du tube radifére dans le tissu syphi- 
lomateux; 3° a suivre |’évolution de la syphilis inapparente 
expérimentale de la souris, aprés inserlion du radium sous la 
peau de la région dorsale. 

L’ensemble de nos essais, dont les protocoles détaillés ont 
6lé rapportés ailleurs, montre que les rayons y du radium, 
appliqués a la dose de 7 millicuries 5 : 

1° Ne provequent aucune modification morphologique ou 
brologique du virus syphilitique 1x virro; 2° nexercent aucune 
action sur lévolution clinique et la richesse tréponémique du 
syphilome du lapin 1x vivo; 3° n'influencent pas la syphilis 
mapparente de (a sourts, laquelle, tant du point de vue de la 
parasitose tréponémique, que de la virulence du systeéme lym- 
phatique périphérique et du névrazre, évolue normalement. 

b) Action du rayonnement total de la lampe a mercure (A) 


}* 


Tecanigue. — Des émulsions de chancre syphitilique de lapin (riches en 
tréponémes), ou de ganglions poplités de lapins syphilisés (exempts de spi- 
rochétes), sont introduites dans une cuve en quartz dune contenance de 
0c. c. 40, ’épaisseur du liquide étant de 2 millimétres. L’irradiation a été 
effectuée au moyen d’une lampe a mercure de 450 watts. La distance entre 
la lampe et la cuve était de 40 centimétres. Le temps dirradiation a varié de 
une, deux, cing, dix, quinze et trente minutes, a une, quatre et huit heures. 


Il résulte de nos observations, dont nous nous dispensons 
d’exposer ici les détails, que, contrarrement aux rayons y du 
radium, les radiations de la lampe a mercure suppriment 
in vireo Zactivité chancrigéne du virus syphilitique, si le temps 
@irraliation dépasse trente minutes, et cela aussi bien lorsqu’tl 
s'agit de la forme tréponémique de ce virus, que de son état 
infravisible. Cette perte des propriétés chancrigénes est, cepen- 
dant,.compatible avec la vitalité et la mobilité du Treponema 
pallidum. 

c) Influence de la glycérine in vitro. — L’action de la glycé- 
rine sur le virus syphilitique a déja été étudiée en 1904, par 
Metchnikoff et Roux (2). Ces savants, aprés avoir établi que ce 
virus est trés peu résistant & la chaleur, ont entrepris des 


(1) Levapit1, Vatsman et Paic. C. R. Soc. Biol., 116, 1934, p. 429. 
(2) Mercunikorr et Roux, Ces Annales, 18, 1904. p. 664, 
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recherches analogues avec la glycérine. Quelques gouttes de 
suc de chancres spécifiques humains, ont été mélangées a de 
la glycérine concentrée. Le mélange fut aussitét inoculé a 
larcade sourcilliére, & la paupiére et & la vulve d’un jeune 
Chimpanzé femelle. L’animal réagit, aprés trente-trois jours, 
par une lésion qui se transforma bientét en un chancre typique. 
Méme résultat dans une seconde expérience : le virus, mis au 
contact de la glycérine, ne perdit pas son activité pathogéne 
pour le Chimpanzé. Les auteurs ont conclu que « /a glycérine, 
ajoutée au virus syphilitique, ne lui enléve pas son pouvotr 
pathogene ». 
Voici les résultats de nos recherches (1) : 


Premiére série. — Les expériences ont été disposées de la manieére sui- 
vante : des syphilomes de lapin, riches en tréponémes, et des ganglions 
poplités des mémes animaux, ont été placés dans de la glycérine pure et 
conservés a la température de la glaciére (— 2°). Lavirulence a été éprouvée, 
par des inoculations sous-scrotales, avant et aprés quatre, huit, douze, dix- 
sept et vingt jours de contact. Le tableau VII bis montre lissue de ces inocu- 
lations. 

Tasieau VII dis. 


CHANCRE GANGLIONS POPLITES 


shan ( 556 P, positif. 560 P, positif. 
mmeédiatement . . 558P, négatif. 5 ili 

? i ms i Immédiatement. . ee noite 

559 P, positif. 562P, posilif. 

563P, positif. 


SSR epost tang ae 588P, négatif. 
(v. fig. 20). it ere ek Bosh ag 392P, négatif. 
A OULS has ae si nen ats 582P, positif. 
583P, positt/. 
592P, positif. 
\ ae Bee / 334P, négatif. 
At 28P, négatif, 532P, négati 
ae ie ay stacaeal , nég ‘ , négatif. 
fOHTS " "| T29P, négatif. sheet Re ne vp Wass) es, négatih 
. 730P, négatif. 534P, négatif. 


Cette premiére série d’expériences montre que de gros frag- 
ments de syphilomes spirochétiens sont encore virulents apres 
quatre jours de séjour dans la glycérine, a basse température, 
mais cessent d’étre pathogénes vers le vingtiéme jour. Par 


(1) Levaprtr et Vatsman. C. R. Soe. Biol., 442, 1933, p. 363, 
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contre, les ganglions poplités ne renferment plus de virus ino- 
culable au lapin, aprés quatre jours de contact avec la glycérine. 

Deuxiéme série. — Dans cette série d’essais, nous avons 
éprouvé le comportement, a l’égard de la glycérine, de petits 
fragments de chancre syphilitique, afin de compléter les résul+ 
tats fournis par l’expérience précédente. Le tableau VIIL 
résume nos observations. 


Tasieau VIII. 


CHANCRE PASSAGE DES GANGLIONS AUX LAPINS NOS 
164R, négatif. 815 R, négatif. 
165R, négatif. Le 85° jour .... 4 816R, négatif. 

Apres 4 jours . . 4 166R, négatif. 817R, négatif. 


1467R, négatif. 


168R, négatif. 821R, négatif. 
822R, négatif. 
‘ 208R, négatif. en 192 JOULE ae ea 823 R, négatif. 
Aprés 8 jours . . { 209R, négatif. | 824R, négatif. 
212R, négatif. 825R, négatif. 

249R, négatif. 12S, négatif. 

220R, négatif. 448, négatif. 

ste ne ae 221R, négatif. Le 922 jour". . 2 ax 16s, neéeatil. 
APLESITE JOURS ore AOS Re nopalif: 17S, négatif. 
223R, négatif. 49S, négatif. 


| 224R, négatif. 


Aprés 17 jours. . Mémes résultats. 


Contrairement a la premiére de nos expériences, les faits 
résumés ci-dessus montrent que le wirus syphilitique, présent 
sous sa forme tréponémique dans le syphilome du lapin, perd son 
activité pathogéne apres quatre jours de contact avec la glycérine, 
a basse température. Les différences constatées entre les résul- 
tats de nos deux essais, s’expliquent par la pénétration plus ou 
moins rapide et profonde de la glycérine dans les tissus syphi- 
lomateux. En effet, alors que, dans notre seconde tentative, 
nous avons eu soin de découper le chancre en petils fragments, 
avant de l’introduire dans la glycérine, dans la premiére expé- 
rience nous avons utilisé de volumineux syphilomes indurés. 

Ces réserves faites, on peut conclure de l’ensemble de nos 
constatations que, si l’on se place dans des conditions identiques, 
aucune différence n'apparatt entre le virus syphiltique contenu 
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dans les syphilomes, et celui que renferme le systéme lympha- 
tique périphérique, du point devue de leur comportement vis-a-vis 
de la glycérine a basse température. Par ailleurs, si l'on admet 
notre hypothése concernant l’existence d’une phase infravisible 
du virus syphilitique, ces essais montrent que, considéré a 
cette phase, ce virus se révéle dissemblable de la plupart des 
ultravirus [vaccine, rage, herpes, encéphalite, etc. (1)|, lesquels 


Fie. 20. — Lapin 58/P. Chancres syphilitiques scrotaux aprés inoculation de 
fragment de syphilomes ayant été en contact pendant quatre jours avec 
la glycérine. 


eonservent, pour ainsi dire indéfiniment, leurs propriétés patho- 
gones dans la glycérine. 


Par ailleurs, nous avons eusoin d’étudier la mobilité des tréponémes con- 
tenus dans les syphilomes placés dans la glycérine 4 Ja température de la 
glacitre Cette mobilité a été appréciée par l'examen A lultramicroscope 
(aprés avoir retiré le fragment de la glaciére et l’avoir placé pendant une 
heure dans du sérum de lapin 4 37°). Cel examen nous a montré que les spi- 
rochétes, encore mobiles aprés vingt-quatre heures, létaient bien moins 
aprés quarante-huilt heures; ils sont devenus, presque tous, immobiles le 


(1) Exception faite du virus lymphogranulomaleux (maladie de Nicolas el 
Favre). 
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troisiéme jour, et n'ont cessé complétement de se mouvoir qgu’a partir du 
quatri¢me jour. Cette immobilisation totale, aprés quatre jours de contact 
avec la glycérine, correspond 4 la perte de la virulence révélée par notre 
seconde série d’essais. D’ailleurs, les observations faites in vifro nous ont 
montré que les tréponémes s’altérent assez rapidement au contact de la gly- 
cérine pure et méme diluée de moitié, a la température de 37°. 


Il paratt done impossible de différencier le virus syphilitique 
preésent sous sa forme tréponémique dans les syphilomes, du méme 
virus infravisible contenu dans les ganglions lymphatigues des 
lapins syphilisés, du point de vue de leur comportement a légard 
de la glycérine a basse température. 


Conciusions. — Quel que sort le moyen physique ou chimique 
utilisé (radiations y du radium, rayonnement total de la lampe a 
mercure, ou glycérine), nulle différence netle n’apparatt dans Le 
comportement de la forme végélative tréponémique du virus 
syphilitique, dune part, de son état infravisible, d autre part. 

Seuls Bessemans et ses collaborateurs ont saisi de telles dif- 
férences, en s'adressant a l’action de da chaleur; nous revien- 
drons ci-dessous sur les constatations de |’expérimentateur 


belge (voy. p. 300). 


CRITIQUES ADRESSEES PAR M. Bessemans 
A LA CONCEPTION DU CYCLE KVOLUTIF DU VIRUS SYPHILITIQUE (1). 


Il n’est pas de plus résolu adversaire de notre conception, 
que le savant syphiligraphe de Gand. Dans une série d’articles 
et conférences, M. Bessemans proclame, chaque fois que l’occa- 
sion se présente, l’inanité de l’hypothése d'un cycle évolutif du 
germe,comportant un stade infravisible. Et, cependant, chacun 
sait que M. Bessemans, frappé par nos premiéres constatations 
expérimentales, et surtont par sa découverte personnelle de la 
dissemblance entre le comportement du virus ganglionnaire 
et celui des syphilomes spirochétiens, a légard de la chaleur, 
partageait, tout au début, notre maniére de voir. Mais les « évé- 


(1) Bessewans, J. Vaw Hagrst et H. ne Wixoe. Bull. de la Soc. des Diplémés de 
Microbiologie de la Faculté de Médecine de Nancy, n° 9, décembre 1935, p. 3; 
Bessemans. Le Scalpel, n° 15 du 43 avril 1935; Bessemans, J. Van Haetst et vk 
Wipe. Wissensch. Woche zu Frankfurt a. M., 2-9 septembre 193%, p. 194. 
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nements » l’ont contraint, dit-il, & changer d’avis. Analysons 
donc ces événements, et voyons si, & la lumiére d’un examen 
critique aussi objectif qu’impartial, ils autorisent le distingué 
expérimentateur belge & formuler des conclusions a tel point 
négatives. 

Et d’abord, la question du comportement du virus spéci- 
fique & l’égard de Ja chaleur. Citons, 4 ce propos, l’auteur lui- 
méme : 

« Nous nous sommes placés, dés 1930, du point de vue de la 
thermo-résistance du virus soumis & l’action de la balnéation 
chaude, et nous avons conclu que celui des ganglions poplités 
du lapin syphilisé semble présenter une thermo-résistance un 
peu plus grande que celui des syphilomes testiculaires du 
méme animal. Nos essais ultérieurs de diathermothérapie des 
ganglions poplités de lapins guéris, ou porteurs de syphilomes 
testiculaires, vinrent confirmer cette premiére conclusion. I] en 
fut de méme d’une nouvelle série de tentatives de balnéo- 
thermothérapie et de diathermo-thérapie locale chez le lapin 
syphilitique. Puis, nous ptimes observer, également chez le 
lapin, qu’a V’égard de lanaphylarie locale, le virus spécifique 
du syphilome testiculaire se montre plus fragile que celui des 
ganglions syphilisés. Enfin, les coniréles, institués en vue de 
l’élimination de l’intervention éventuelle d’une sclérose lym- 
phoide, nous firent admettre que des gangltons syphilisés du 
lapin renferment un élément virulent qui leur est propre, et qui 
se caractérise par une vitalité particuliérement prononcée. » 

Cette notion d’ « élément virulent qui est propre aux ganglions 
syphilisés » ne saurait mieux convenir au stade infravisible du 
germe, tel que nous en concevons l’existence dans des organes 
trés pauvres, ou apparemment dépourvus de tréponémes (gan- 
glions lymphatiques du lapin, ou névraxe de la souris). C'est 
dire qu'il s’agit la d’un « événement favorable », & notre con- 
ceplion, et nous remercions M. Bessemans de nous l’avoir 
fourni. 

Mais la s‘arrétent, pour l’instant du moins, les concessions que 
veut bien consentir l’expérimentateur de Gand. 

D’autres problémes le préoccupent, entres autres, celui de da 
durée de Vincubation et des caractéres cliniques des syphilomes 


que provoquent, chez le lapin, d’une part, l’inoculation du 
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virus chancreuz, riche en tréponémes, et, d’autre part, /e germe, 
habituellement invisible, que renferment les ganglions lympha- 
tiques satellites (inguinaux et poplités). Or, si du point de vue 
clinique, nulle différence appréciable n’apparait, par contre, la 
durée moyenne de Il incubation n’est pas la méme. Ainsi, elle 
est de vingt-deux jours pour le virus syphilomateux, alors 
qu’elle atteint le chiffre de trente & quarante jours, chez les 
sujets inoculés avec les glandes lymphogeénes de Japins porteurs 
de chancres scrotaux, ou encore de soixante-deux et cinquante- 
cing jours, lorsque l’inoculation est effectuée avec des gan- 
glions de lapins guérvs. 

Quoi détonnant & cela? Le fait est connu depuis longtemps, 
et témoigne, tout au plus, en faveur de différences dans la 
concentration en virus des deux tissus (chancre et ganglions), 
et nullement d'une dissemblance dans les gualités de ce virus. 
I] ne plaide ni pour, ni contre l’hypothése de l’existence d’un 
état infravisible du germe, et ne révele que le contraste frap- 
pant entre la teneur tréponémique des éléments en jeu, et la 
durée des incubations moyennes enregistrées. En effet, le 
chancre contient des milliards de 7reponema pallidum de plus 
qu'un fragment équivalent de ganglions lymphaliques ingui- 
naux, ou poplités (1), alors que la durée de l’incubation est, 
au maximum, trois fois plus courte dans le premier cas que 
dans le second. Mais M. Bessemans omet lessentiel; quil 
veuille bien se donner la peine de comparer Ja durée de cetle 
incubation chez les sujets contaminés avec des ganglions de 
lapin, extrémement pauvres en spirochétes, et celle enregis- 
trée, par lui-méme, chez les animaux inoculés avec des 
glandes lymphogeénes de souris, lesquelles sont souvent particu- 
lierement riches en parasites spiralés. Il verra que cette période 
latente est de cinquante-cing 4 soixante-deux jours dans le 
premier cas, et de cinquante-cing jours dans le second. Com- 
ment prétendre alors que l’incubation est en rapport direct avec 
la teneur tréponémique du systéme tissulaire examiné? Il y a 
autre chose de plus que des spirochétes dans le systeme lym- 
phogéne, et ce ne peut étre, logiquement parlant, qu'un 
élément invisible du virus syphilitique. 


(1) Examen sur coupes imprégnées 4 l’argent. 
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M. Bessemans sent bien que argument ne porte pas. Avec 
la persévérance qui le caractérise, il cherche ailleurs, et 
s'arréte finalement aux données que lui fournit l’étude de ce 
qu il appelle le « sewil de Cinfectiosité ». Il s’agit, en l’espéce, 
de préciser la plus petite dose infectante des dilutions progres- 
sives, préparées avec des syphilomes spirochétiens et des gan- 
glions lymphatiques apparemment non parasilés. Qu’y trouve- 
t-on? Au premier abord, une confirmation de sa maniére 
d’interpréter le phénoméne, mais, en réalité, tout le contraire. 
Citons-le d’abord textuellement : 

« Quant au rapprochement entre les pouvoirs infectants des 
divers organes considérés chez le lapin, /e sewel de Linfectrosité 
apparut toujours plus élevé pour le syphilome que pour les 
ganglions contemporains; Vinfectiosité des ganglions poplités 
fut en général de dix 8 cinquante fois plus faible que celle des 
syphilomes, et le potentiel infectieux des ganglions inguinaux, 
prélevés & l’6poque des chancres florides, se rapprocha davan- 
tage encore de celui des syphilomes. Chez le cobaye, des 
chancres typiques apparurent aprés inoculation intratesticu- 
laire exclusive de ganglions syphilitiques, tandis que des 
fragments syphilomateux, greffés de la méme maniére, cest-a- 
dire exclusivement par la vote intra-testiculaire, se révélérent 
incapables de provoquer des lésions locales spécifiques. » 

ll y a, dans cette conclusion, deux éléments différents : le 
seuil de Vinfectiosité, d’une part, issue des inoculations au 
cobaye, d’autre part. Le premier est le résultat d’une interpré- 
tation erronée des chiffres que nous fournit M. Bessemans lui- 
méme; le second n’est, en réalité, qu'un de ces faits paradoxaux, 
dont l’explication est & ce point complexe, que tout chercheur 
préfére les conserver dans ses cahiers, en attendant mieux. 

Kn effet, pour ce qui a trait au premier point, la série 1V des 
essais du savant belge (4), indique, comme seuil d’infectiosité 
poar le chancre, 1: 750, et, pour les ganglions 1: 250, et la 
série LX, respectivement, 4: 1.000 et 1: 1.000 (2). Or, qu’on 
veuille bien examiner, sams parti pris, et sans méme que l’on 
soit d'une compétence excessive en la matitre, une coupe de 
syphilome spirochétien de lapin, et une autre coupe de ganglion 


(1) Bessrmans, Giorn. di Batteriologia et Immunologia, 14, 1935, n° 5. 
(2) I. van Hagtsr, Arch, intern, de Médecine expérimentale, 8, 1932, p. 557. 
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lymphatique d’un sujet de la méme espéce : le contraste est sai- 
sissant. Le syphilome est farci de tréponémes, alors que la 
glande lymphogétne en est, pratiquement parlant, exempte. 
L’écart du seuil d'infectiosité serait donc seulement de 1 : 750 
a1: 250, si la virulence était réellement en fonction de la teneur 
spirochétienne. Mais il ya mieux, dans la seconde série d’essais 
de M. Bessemans: ici, le méme écart est de zéro, puisque dans un 
cas comme dans l’autre, ce seuil d’infectiosité est de 1: 1.000. 
C'est a tel point invraisemblable, que nous nous demandons si 
quelque erreur d’impression n’est pas intervenue pour fausser 
les chiffres consignés dans les tableaux synopliques de notre 
collegue, supposition gratuite, d’ailleurs, attendu que ces chiffres 
sont exactement les mémes dans les nombreuses publications 
que M. Bessemans a consacrées a ce sujet. 

L’histoire de la réceptivité du cobaye est des plus surpre- 
nantes, s’il en fut. Voici, maintenant, que les mémes ganglions 
aspirochétiens, ou trés pauvres en tréponémes, inoculés par 
voie intra-testiculaire & cette espéce animale, fournissent des 
résullats positefs dans 4 cas sur 38 tentatives, alors que le syphi- 
lome, extrémement riche en Treponema pallidum, reste sans 
effet dans 59 essais. 

Cette fois-ci, également, M. Bessemans sent la faible portée 
de son argumentation, et essaye de tourner les difficultés, en 
imaginant, avec la collaboration de M. van Haelst, une 
méthode « guasi-mathématique », permeltant la numération des 
éléments spirochétiens dans les divers tissus virulents du lapin 
et de lasouris. Voici comment les auteurs s’expriment ace sujet: 
« Gest alors que nous avons taché d’attaquer autrement le pro- 
bléme, et, & (heure actuelle, nous sommes arrivés a |’intime 
conviction que rien n’autorise & prétendre, au contraire, que 
les formes invisibles hypothétiques du virus syphilitique et du 
virus de la spirochétose spontanée, constituent des réalités ». 

Qu’est-ce, en vérité, que cette méthode? Elle est tout sim- 
plement basée sur la recherche patiente, durant des heures, 
des spirochétes sur fond noir. Qu’a-t-elle révélé, sinon la pré- 
sence de formes tréponémiques dans les ganglions lympha- 
tiques de certains lapins syphilisés et des souris atteintes de 
tréponémose inapparente, ou dans la rate [ce qui était par- 
faitement connu auparavant (Cf. page 266 de ce Mémoire) |, ou 
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encore, dans le névrare des mémes souris, fait nouveau, sur 
lequel nous reviendrons ultériveurement (1). Nous avons vu ce 
quelle vaut, du point de vue comparatif, par rapport aux 
techniques d’imprégnation argentique (voy. page 263). Son 
infériorité ne fait de doute pour personne. Elle a, pour elle, la 
patience de l’observateur, décidé a passer une journée entiére 
a la recherche d’un seul tréponéme. Mais elle a, contre elle, 
l'erreur fondamentale qui consiste & rapporter par unités assez 
considérables de poids d’organe (0 gr. 4), le résultat positif ou 
négatif d'un examen ultramicroscopique portant sur une toute 
petite parcelle du méme organe. Si l’observateur sagace et infa- 
tigable a découvert un seul tréponéme sur X champs micro- 
scopiques d’une dilution donnée, cela ne veut nullement dire 
quwil y en a, en réalité, n fois plus dans 1 décigramme de 
matiére examinée. La répartition des parasites, quels qu’ils 
soient, dans les tissus, est d’une inégalité et dune inconstance 
telles, que nul calcul mathématique ne saurait y remédier. En 
veut-on la preuve? Elle est facile a fournir. Il suffit d’examiner 
les chiffres mémes que nous fournissent M. Bessemans et son 
collaborateur. 

Un ganglion inguinal de lapin, réputé aspirochétien, contien- 
drait, suivant les calculs de M. van Haelst, 4.314 tréponémes 
par décigramme de tissu, et un ganglion poplité 136. Par ail- 
leurs, une glande lymphogéne de souris, renfermerait de 716 
a 3.436 spirochétes pour la méme masse tissulaire. Or, nul 
n'ignore que la méthode des coupes imprégnées & l’argent, 
permet de déceler des quantilés relativement considérables de 
parasiles chez la souris, et en général, trés peu, ou pas de 
tréponémes chez le lapin. Comment expliquer alors les chiffres 
de 3.436, dans le premier cas (souris), contre 4.314 dans le 
s-cond (lapin), sinon en admettant qu'une certaine erreur s’est 
glissée dans les calculs. 

Mais il y a plus. Les auteurs gantois dénombrent 2.337 
parasites spiralés dans des ganglions lymphatiques de souris, 
el, chiffre incroyable, 1.000 dans Vencéphale des mémes 
animaux. Il suffit, cependant, de comparer des coupes de 
ces deux organes, pour acquérir la conviction du contraire. 


(4) A paraitre dans notre prochain Mémoire. 
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Jamais nous n’avons décelé la moindre trace de spirochetes 
sur des coupes de névraxe, alors que ces germes fourmillent 
dans certaines préparations de glandes lymphogénes. A moins 
Wincriminer la fidélité des techniques basées sur l’imprégna- 
tion argentique, ce qui serait profondément erroné, pour la 
simple raison que les mémes méthodes ont servi & la décou- 
verte du 7reponema pallidum dans le cerveau de paralyliques 
généraux, et qu’elles permettent d’en déceler dans les greffons 
syphilomalteux insérés dans l’encéphale des espéces animales 
réceptives, ainsi que leur dispersion dans les tissus avoisinants. 

Mais la of il nous sera facile de démontrer que la technique 
de la numération péche par la base, c’est lorsque nous serons 
amenés par M. Bessemans et van Haelst & incroyable conclu- 
sion que 1,3 ou 1,5 spirochéte ganglionnaire vaut, du point de 
vue virulence, 773 tréponémes syphilomateux. En effet, les 
expérimentateurs belges déterminent l’aclivité pathogéne, pour 
le lapin, de dilutions progressives de ganglions et de chancres, 
en rapport avec leur teneur en parasites, calculée suivant leur 
formule mathématique. Voici les chiffres quils enregistrent : 


CHANCKE GANGLIONS 


Nombre Résultat Résultat 
Dilution de des Dilution ; des 
tréponémes inoculations inoculations ff 


928 Positif. ‘ Postttf. 
1713 Positif. : Positif. 
580 Négatif. Négatif. 
464 Négatif. 3 Négatif. 


Et de conclure : « Mais s’il est vrai qu'il découle de ces 
expériences que le succés de la contamination requiert une 
quantité minima de spirochétes, en d’autres termes qu'il n'y a 
pas de syphilisation en l’absence de tréponemes pales, il n'est 
pas moins évident, d’aprés les mémes données expérimentales, 
que les quantités minima requises de tréponémes présentent 
des valeurs fort différentes d’aprés la nature du tissu conta- 
minant : pour le ganglion, en effet, un seul tréponéme en 
pleine vilalité, semble suffire pour assurer l’infectiosité, tandis 
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que, lorsque les tréponémes proviennent d’un syphilome, il en 
faut un nombre relativement grand (800) pour que la syphili- 
sation se réalise. » 

« Nous nous trouvons ici en présence d’un fait paradoxal, 
que nous ne pouvons interpréter qu’en admettant que le trépo- 
neme ganglionnaire du lapin syphilisé constitue une varréte 
douée d'une virulence exaltée, et, du méme coup, nous sommes 
amenés & formuler Uhypothése que le germe spécial, dont 
dautres expériences et certaines considérations résumées plus 
haut, nous ont fart admettre la présence dans les ganglions 
poplités du lapin syphilisé, est sans doute un tréponéme adapté 
a des conditions d’ existence plus difficiles. » (Bessemans). 

Tout expérimentateur objectif et sans nul parti pris, conclu- 
rait autrement, en raisonnant de la sorte : « Il semble plus 
que paradoxal, invraisemblable méme, de conférer &, tout au 
plus, deux spirochétes ganglionnaires, la méme valeur patho- 
gene qu’a pres de 800 tréponémes syphilomateux, vivanis et 
mobiles. Ceci étant, il est logique dadmettre que, conformé- 
ment a l’hypothése du cycle évolutif du virus syphililique, il 
y a quelque chose de plus dans les tissus réputés aparasités 
(ganglions lymphatiques de lapin, cerveau de souris) qui assure 
ce potentiel de virulence, 4 ce point accusé. Ce guzd ne peul 
étre que la phase ultramicroscopique du germe. » 

Ce raisonnement n’est pas celui de M. Bessemans. Le 
savant gantois préfere innover, au lieu de souscrire & la con- 
ception, que nous nous sommes crus autorisés & formuler sur 
la base de nombreuses constatations microscopiques, consta- 
tations que M. Bessemans passe sous silence, sans, d'ailleurs, 
les avoir jamais contrdlées. Mais & cela nous ne pouvons rien, 
et restons sur nos positions, en attendant mieux. 


(1) Tout récemment (C. R. Soe. Bivl., 1935, 449, p- 1463) MM. Bessemans et 
van Haelst reviennent sur Je fail que les tréponémes des syphilomes con- 
servent moins longtemps leur mohililé in vitro, que les spirochetes ganglion- 
naires, fait découvert par eux en 1933 (C. R. Soc. Biol., 145, p- 196). Or, cette 
constatation, croyons-nous, ne prouve rien. Le syphilome est une lésion 
réactionnelle, inflammatoire, ot les parasites sont soumis 4 tous les moyens 
défensifs cellulaires et humoraux dont lorganisme dispose. Rien de tout 
cela dans les ganglions lymphatiques, ott la présence de rares germes ne 
déclanche aueun phénomene réactionnel. Cela suffit pour expliquer le com- 
portement, a Végard des réactions thermiques et de la durée de la survie 


in vitro, mais le fait en lui-méme ne saurait plaider ni pour, ni contre notre 
conception. 


LA LIBERATION DU BACTERIOPHAGE 
CONTENU DANS LES BACTERIES DITES « LYSOGENES » 


par Anoré GRATIA, 


(Institut de Bactériologie de l'Université de Liége.) 


On sait quel intérét présentent les bactéries dites « lyso- 
génes » puisque la théorie, qui fait du bactériophage une sécré- 
tion microbienne, repose avjourd’hui essentiellement sur elles, 
tandis que la théorie du virus y voit des porteurs de germes. 

Je me permets de rappeler & cet égard une expérience que 
j'ai rapportée ici jadis [4]. On ensemence un B. coli lysogéne 
en bowillon glucosé. Apres vingt-quatre heures, par suite de la 
fermentation du glucose, le milieu atieint une acidité & laquelle 
le bactériophage formé ne résiste pas : & ce moment, tout bac- 
tériophage libre a disparu du milieu. Pourtant, chacun des 
microbes a conservé son pouvoir lysogéne : un seul d’entre eux 
repiqué dans du bouillon ordinaire y libére, en se mullipliant, 
une grande quantité de bactériophage; mais des millions de ses 
congénéres préalablement chaulfés & 56°, température mortelle 
pour ces bacilles et inoffensive pour le bactériophage, ne 
libérent aucune trace de bactériophage. Tout se passe donc 
comme si le déterminisme de la production du bactériophage 
était un mécanisme microbien destructible comme le microbe 
lui-méme, par le chauffage 4 56°, conclusion favorable a la 
théorie de la sécrétion. Toutefois, une autre explication est 
possible, c'est qu’en tuant les bactéries lysogénes par le chauf- 
fage, l’on ait emprisonné le virus bactériophage 4 Vintérieur 
des corps microbiens. Peut-étre suffirait-il alors de dissoudre 
ceux-ci pour libérer le bactériophage qu ils contiennent. C’est 
ce que depuis trois ans j’ai tenté de réaliser & diverses reprises 
en utilisant comme agent bactériolytique le Strep/othrar auquel 
j’ai consacré divers travaux antérieurs [2]. Malheureusement, 
la souche de B. col trés lysogéne, dont }’ai disposé autrefois, a 


308 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


été perdue et malgré mes tenlatives pour en retrouver une 
autre aussi aclive, j’ai échoué. Il semble que ce pouvoir lyso- 
céne ne soit pas aussi répandu que certains le disent. Ce qui, 
par contre, est trés commun, «est ce pouvoir antagoniste non 
transmissible que j’ai trouvé autrefois chez une souche de 
B. coli a Végard d'une autre souche el qui peut facilement en 
imposer pour un pouvoir lysogéne (3). J'ai néanmoins tenté 
l'expérience avec une souche de B. coli qui malheureusement 
présentait un pouvoir lysogéne assez faible et inconslant. Sa 
cullure de vingt-quatre heures, en bouillon glucosé, et de ce fait 
privée de bactériophage libre, est centrifugée, lavée, et le culot 
remis en suspension dans un volume d'eau distillée égal au 
volume initial de la culture. Stérilisée par chauffage & 56° pen- 
dant une demi-heure, cette émulsion est ensemencée d'un 
Streptothrix bactériolylique pour cette souche. Aprés trois 
jours, l’émulsion étant clarifiée, on y trouve du baclériophage 
libre, alors que celui-ci fait défaut dans |émulsion témoin. 
Malheureusement, étant donnée la souche de B. colt employée, 
ce résultat se montra si inconstant que je ne l’ai pas publié et 
ne l’aurais pas fait avant d’avoir trouvé, pour le vérifier, un 
matériel plus démonstratif. Si je me décide & le faire aujour- 
d’hui, c’est que M. et M™* Wollman [4] viennent de présenter 
une expérience semblable en utilisant une souche de B. mega- 
therrum lysogene pour une variété asporogéne de ce bacille et 
comme agent bactériolytique du blanc d’ceuf (lysozyme de Fle- 
ming) auquel ce microbe est sensible. Cette souche, lysogéne 
en bouillon, ne le serait pas sur gélose, de sorte que l’émulsion 
en eau physiologique d'une culture sur gélose serait exempte 
de bactériophage, tandis que cette émulsion, aprés dissolution 
par un peu de blanc d’ceuf, en contiendrait. 

Enfin, déja en 1923, Flu [5] a également obtenu un résultat 
semblable : en broyant une culture « lysogéne » avec du sul- 
fate de soude anhydre, il en a extrait le bactériophage. 

Ainsi done, trois méthodes différentes ont permis d’extraire 
le bactériophage contenu dans les cultures lysogénes. 

Mais M. et M™° Wollman ont poursuivi leur expérience de 
fagon quantitative. Kn numérant, d'une part, le nombre de 
colonies que donnent |’émulsion microbienne avant la dissolu- 
tion par le blanc d’cuf eten numérant, d'autre part, le nombre 
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de taches claires que la méme émulsion, dissoute par le lyso- 
zyme, forme sur une cullure sensible, ils trouvent approxima- 
tivement le méme nombre pour les colonies et pour les taches 
et en déduisent qu'il y a une particule de bactériophage par 
microbe. 

« Voici, disent les auteurs, les chiffres obtenus dans une 
expérience type, respeclivement pour le nombre de bactéries et 
pour celui des bactériophages : 

Nombre de colonies : 14° environ 500; 2° 52; 3° 114. 

Nombre de plages : 1° plus de 400; 2° environ 50; 3° 7-8 ». 

Ils considérent ce résultat comme incompatible a la fois avec 
la théorie diastasique et avec la théorie parasitaire et conforme 
seulement & leur théorie du bactériophage « facteur lysogéne 
héréditaire ». 

Je dois & l’obligeance de M. et M™’ Wollman que je remercie 
ici, les deux souches de B. megatherium, lune lysogéne et 
l'autre sensible. J’ai pu reproduire leur expérience avec le 
méme résultat numérique. Mais, en vérité, en complélant 
lexpérience avec Jes témoins qui m’ont paru indispensables, 
je me suis rendu compte que ce rapport numérique pouvait 
étre une coincidence résultant du jeu fortuit de plusieurs 
causes d’erreur que nous allons passer en revue. 

Tout d’abord, la conclusion tirée par M. et M™* Wollman de 
leur expérience telle qu’ils l’ont rapportée, ne me parait pas 
fondée. Ces auteurs comparent entre elles deux émulsions 
de B. megatherium, l'une normale et l'autre « lysozymée », 
en appliquant & chacune d’elles une méthode de mesure diffé- 
rente, & savoir la numération des colonies pour la premiere, la 
numération des taches de bactériophage pour la seconde. C’est 
en somme comparer deux coupons de drap, par exemple, en 
pesant l'un et mesurant l'autre. Logiquement, il faut appliquer 
les deux méthodes de mesure & chacune des deux émulsions. 
C'est ce que j’ai fait dans l'expérience suivante : 


Une culture de vingt heures de B. megatherium lysogéne sur un tube de 
gélose ordinaire inclinée est émulsionnée dans 40 cent. cubes d'eau physio- 
logique stérile. On dilue 0 c.c. 2 de cette émulsion trés épaisse dans 10 cent. 
cubes d'eau physiologique stérile de facon a obtenir cette émulsion légere- 
ment trouble comme le serait une jeune culture en bouillon. On répartit 
cette émulsion entre deux tubes stériles a raison de 5 cent. cubes par tube 
et l'on ajoule, 4 l'un d'eux, II gouttes de blanc d’ceuf dilué au 1/5. Puis on 
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place les deux tubes A I’étuve a 37°. Aprés quinze minutes, déja Pémulsion 
additionnée de lysozyme commence a s‘éclaircir; aprés une heure, la clarifi- 
cation est trés forte sans toutefois étre compléte; mais elle ne semble 
plus s’accentuer dans la suite. Aprés deux heures, on retire les deux émul- 
sions; l'une normale et l'autre lysozymée et les soumet & une série de dilu- 
tions de dix en dix fois plus fortes de 10-1 4 10—%. Chacune des dilutions 
40-3, 10—4 et 10-5 des deux émulsions va étre soumise, d’une part, a la 
numération microbienne, d’autre part, 4 la numération des taches de bacté- 
riophages. selon les techniques que voiei : 

A. Numération des colonies. — Dans une boite de Petri de 10 centimétres 
de diamétre a fond rigoureusement plat, on verse £ cent. cube de !’émulsion 
a numérer, puis 4 cent. cubes de bouillon ordinaire (pH 7,3). On mélange soi- 
gneusement de facon a recouvrir de liquide tout le fond de la boite, puis on 
ajoute 5 cent. cubes de gélose ordinaire fondue (contenant 2,5 p. 100 d’agar- 
agar). Aprés mélange parfait, on laisse refroidir. Quand aprés une heure la 
gélose est bien solidifiée, on retourne la boite, on verse I goutte d’eau sté- 
rile dans le couvercle pour maintenir l’'humidité et place la boite a 37° pen- 
dant vingt-quatre heures. 

B. Numération des taches claires. — La technique est identlique & la précé- 
dente sauf qu’au lieu de 4 cent. cubes de bouillon, c’est 4 cent. cubes d’une 
trés jeune culture en bouillon de B. megatherium sensible que l'on mélange 
dans la boite avec 1 cent. cube de l’émulsion & titrer avant d’y incorporer 
les 5 cent. cubes de gélose fondue. 


L’expérience exécutée quatre fois (juin-juillet 1935) a donné 
des résultats entiérement concordants que, pour la facilité, je 
schématiserai dans le tableau ci-dessous : 


DILUTION 
des émulsions 


10-* | 40-4 |. 40 -5 


Emulsion ( I. Numération des colonies. . . .| 500 50 
normale. { Il. Numération des taches elaires.| 550 ie 


Emulsion \ Il. Numération des colonies. . .| 400 | 40 
4 Lysozymée ». | IV. Numération des taches claires.} 450 45 


La série I et la série IV représentent exactement l’expé- 
rience de M. et M™* Wollman, les séries II et HI représentent 
les séries témoins que }’y ai ajoulées, 
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INTERPRETATION DES RESULTATS 


Les chiffres des séries I et 1V sont identiques A ceux de 
M. et M™* Wollman et confirment donc entitrement les obser- 
vations de ces auteurs, c’est-a-dire que le nombre de taches 
claires produites par l’émulsion lysozymée est toujours sensi- 
blement égal — ou plus exactement toujours trés légerement 
inférieur — au nombre de colonies formées par ]’émulsion 
correspondante non lysozymée. 

C'est de ce résultat donc parfaitement exact que M. et 
M™* Wollman ont cru pouvoir déduire que, pour chaque indi- 
vidu de B. megatherium lysogéne dissous, il y avait une par- 
ticule de bactériophage libérée. En vérilé, cette conclusion 
d’ordre quantitatif est passible de quelques objections 
théoriques sur lesquelles je n’insiste pas; mais de plus elle 
devrait pour étre valable, repondre favorablement 4 une série 
de questions pratiques aisément controlables que voici : 

4° Le lysozyme qui dissout énergiquement le B. megathertum 
est-il sans action nocive sur le bactériophage de ce bacille? 

2° Le lysozyme dissout-il bien tous les bacilles de l’émulsion 
traitée? 

3° Le nombre de colonies obseryées dans la série I est-il 
bien l’expression réelle du nombre d’individus microbiens 
conlenus dans |’émulsion, en d’autres lermes, peut-on étre str 
que chaque colonie provient bien d’un seul individu isolé de 
B. megatherium ? 

4° Le nombre de taches claires observées dans la série IV 
est-il bien l’expression réelle du nombre de particules de bac- 
tériophages libérées? 

Or Ja vérification expérimentale de ces quatre questions ne 
répond favorablement qu’a la premiere. 


En effet, mettons a l’étuve a 37° deux tubes contenant l'un le bactério- 
phage du B. megatherium additionné d'un égal volume de bouillon ordinaire 
et l'autre le méme bactériophage additionné d’un égal volume de lysozyme 
(blane d’ceuf dilué au 1/5). Aprés plus de deux heures de séjour & 37°, sou- 
mettons les deux échantillons de bactériophage au titrage par la technique 
de numération des taches claires décrite ci-dessus et nous trouvons exacte- 
ment le méme nombre de taches pour les deux. Le bactériophage du B. mega- 
therium, contrairement donc 4 ce bacille, est insensible 4 l’action du lyso- 


zyme. 


Nombre de colonies. Nombre de taches. 


Emulsion 


Ill IV 


Vv 


VI 
Emulsion « lysozymée » centrifugée (dilution 10 —5), 


SCHEMA DU RESULTAT D’UNE EXPERIENCE 
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Si done a l’égard de ce premier point la relation numérique 
de Wollman est valable, il n’en est pas de méme pour les trois 
autres ainsi qu’on peut s’en rendre compte en lisant mainte- 
nant les chiffres des séries II et III que j'ai ajoulées comme 
témoins aux séries I et IV. 

En effet, la série II montre ce fait & premiére vue étrange 
que l’émulsion normale non dissoute gui ne doit donc pas 
contenir de bactériophage libre, fait déj& sur la culture sen- 
sible au moins autant de taches claires que l’émulsion lysée de 
la série IV ot le bactériophage est sensé étre libéré. Tout 


Emulsion normale : Emulsion « lysozymée » : 
40 chainettes. 8 spores. 


Préparations microscopiques. 


s'explique si l’on regarde de plus prés ces taches claires : elles 
ont pour la plupart le centre occupé par une minuscule colonie 
de megatherium lysogéne. I] ne s’agit ici nullement de véri- 
tables taches claires de bactériophage libre; ce sont tout sim- 
plement les individus de B. megatherium lysogéne de |’émul- 
sion normale qui au lieu de se développer librement en grosses 
colonies dans la gélose ordinaire de la série I entrent ici en 
conflit dans la série II avec la culture de B. megatherium 
sensibles; ils formeront encore des colonies, mais minuscules 
el celles-ci étant lysogénes s’entoureront évidemment d’une 
zone de clarification qui imite une tache de bactériophage. 
C'est exactement la méme image que celle que j’ai décrite ici 
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autrefois pour un phénoméne d'antagonisme microbien entre 
deux souches de B. cola [4]. . 

Or, on s’apergoit qu'il en est exactement de méme pour la 
grande majorité des taches claires de la série IV et qui 
pourraient donc étre comptées comme d’authentiques taches 
de bactériophage libre. D’ot premiére cause d’erreur. 

D’autre part, la série IIT nous montre cet autre fait non 
moins singulier que la lyse de I’émulsion de B. megatherium 
n’est pas totale. En effet, on est bien surpris de constater que 
le nombre de colonies formées par |’émulsion dissoute n'est 
que de peu inférieur au nombre de colonies formées par 
l'émulsion normale. Comment expliquer cette observation 
presque paradoxale étant donné la clarification intense de 
l’émulsion? Il suffit pour cela de comparer au microscope une 
préparation de |’émulsion lysée avec une préparation de l’émul- 
sion normale. Ce simple examen éclaire toute la question en 
révélant deux nouvelles causes d’erreur. Pour la préparation 
de l’émulsion-normale, le champ microscopique est occupé par 
une dizaine de chainettes de B. megathertum contenant cha- 
cune en moyenne une dizaine d’individus. Il y a done dans ce 
champ environ cent individus et qui pourtant ne formeront 
tout au plus qu'une colonie par chainette, soit dzx colonies seu- 
lement. Le nombre de colonies ne représente donc pas le 
nombre réel d’'individus; d’ou deuxiéme cause d'erreur consi- 
dérable qui suffit & elle seule & enlever & l’expérience de M. et 
M~’ Wollman toute signification quantitative (1). 

Kinfin si nous examinons maintenant la préparation de 
lémulsion lysozymée, le champ microscopique n’est plus 
occupé par aucune chainette, comme si la lyse avait élé effec- 
livement totale; mais en regardant mieux on constate que 1a ou 
dans I’émulsion normale il y avait environ 10 chainettes qui 
lout en comportant une centaine d’individus ne donneront a la 
numération que 10 colonies, on compte maintenant 8 a 
10 spores isolées et qui elles aussi donneront a la numération 
§ a 10 colonies; dot troisiéme cause d’erreur. 

Ce qui vérifie exactitude de cette critique, c'est qu'il suflit 


({) Cultivé sur de la gélose ultra séche, le B. megatherium, toutefois, aura 
une tendance a donner des germes séparés et de courtes chainettes. Nous. 
reviendrons sur cette question de chainettes, dans un autre mémoire. 
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d’éliminer de l’émulsion lysozymée les spores par une centri- 
fugation modérée qui ne sédimenterait pas le bactériophage 
libre, pour voir cette relation numérique s’évanouir, ou bien 
encore il suffit de faire l’expérience non plus avec une culture 
agée de vingt heures, mais avec une culture qui a été repi- 
quée une série de fois toutes les quatre & cing heures de facon 
a obtenir une émulsion ow les spores n’auront pas encore eu le 
temps de se former. 

Il y a encore d'autres facteurs qui risquent d’intervenir et 
sur lesquels je ne puis m’étendre pour le moment : il n’est pas 
exact notamment que la culture du B. megatherium lysogéne 
sur gélose méme ultra-séche, soit toujours exempte de bacté- 
riophage. D'autre part, la numération du B. megatherium en 
émulsion dans |’eau physiologique ne correspond pas a la réa- 
lité, non seulement & cause du facteur chaineties, mais encore 
parce que l’eau physiologique exerce sur le B. megatherium 
un pouvoir bactéricide intense. 

Ainsi donc, M. et M™* Wollman voient dans la relation 
numérique observée par eux, la ruine de la théorie parasitaire 
comme de la théorie diastasique du bactériophage et une base 
solide au contraire pour leur théorie du bactériophage « fac- 
teur lysogéne héréditaire ». En vérité, cette base parait plutot 
fragile puisque d’aprés mes expériences, si elles sont exactes, 
elle reposerait sur des contingences accidentelles. 
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A PROPOS DU MEMOIRE DE M. A. GRATIA 
« LA LIBERATION DU BACTERIOPHAGE 
CONTENU DANS LES BACTERIES DITES LYSOGENES » 


par E. WOLLMAN. 


En méme temps qu'il adressait son travail @ la rédaction 
des Annales, M. Gratia a bien voulu nous en faire tenir une 
copie; nous l’en remercions. Gratia confirme le fait méme de 
la « libération » du bactériopbage du B. megatherium lysogéne 
sous l’action du lysozyme puisqu’aprés avoir rapporté d'autres 
essais dans cet ordre d’idées, il conclut : « Ainsi donc, trois 
méthodes différentes ont permis d’extraire le bactériophage 
contenu dans les cultures lysogénes » (p. 308). En revanche, il 
s’éléve contre l’interprétation quantitative que nous avions, 
M™’ Wollman et moi, donnée & nos expériences et d’aprés 
laquelle chaque bactérie contiendrait wn corpuscule bactério- 
phage (facteur lysogéne). A vrai dire, ici encore, il retrouve 
le méme rapport numérique que nous et confirme, par consé- 
quent, le fait que le nombre de plages « produites par l’émul- 
sion lysozymée est toujours sensiblement égal ..... au nombre 
de colonies fournies par l’émulsion correspondante non lyzo- 
zymée » (p. 311). Toutefois, le rapport numérique ainsi obtenu 
lui parait étre une « coincidence résultant du jeu fortuit de 
plusieurs causes d’erreur. » Nous allons examiner le bien fondé 
de ce jugement. 

Nous aurions commis la faute de comparer entre elles les 
suspensions de B. megatheriwm normale et lysozymée « en 
appliquant & chacune d’elles une méthode de mesure diffé- 
rente » : numération des colonies pour la premiére; numé- 
ration des taches pour la seconde. Gratia, lui, applique « les 
deux méthodes de mesure a chacune des deux émulsions ». 

Les deux séries I et IV (p. 310) de cet auteur reproduisent 
exactement notre expérience et la « confirment entitrement » 
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(p. 311). Malheureusement pour nous, il y a les séries II et IJ 
que Gratia a judicieusement ajoutées comme témoins et qui 
sont bien faites pour nous confondre. La série II correspon- 
dant & la suspension normale, non traitée par le lysozyme, 
donne, par elle-méme, en présence de la variété sensible 
(mutilat), « au moins autant de taches claires que l’émulsion 
lysée de la série IV » (p. 313). Seulement, ce ne sont pas 1a de 
véritables plages : chacune d’elles présente, en effet, au centre, 
une petite colonie de B. megatherium. Kn regardant « de plus 
prés les taches claires », Gralia s’apercoit « qu’il en est exacte- 
ment de méme pour la grande majorité des taches claires de 
la série IV ». Ce sont de telles zones de lyse, entourant des 
colonies de B. megathertum, que nous aurions, M™* Wollman 
et moi, « comptées comme d’authentiques taches de bactério- 
phage libre ». 

La série III révéle & M. Gratia un autre fait singulier. Malgré 
les apparences, « la lyse de l’émulsion de B. megatherium n'est 
pas totale ». Ici encore, il a suffi & cet auteur « de comparer au 
microscope une préparation de l’émulsion lysée avee une pré- 
paration de l’émulsion normale » pour déceler « deux nouvelles 
causes d’erreur » tenant, d’une part, & ce que les spores conte- 
nues dans les cultures ne sont pas attaquées par le lysozyme, 
de |’autre & ce que le B. megatherium forme des chainettes 
« d'une dizaine d’individus ». 

Ainsi donc, nous aurions, non seulement péché contre les 
régles élémenlaires qui imposent, dans toute expérience, les 
témoins nécessaires; mais nous ne nous serions pas apercus. 
de la présence, dans nos cultures, des chainettes, ni des 
spores. Nous aurions, enfin, compté « pour d’authentiques 
taches de bactériophage libre », des colonies de B. megathertum 
entourées de zones de lyse. 

Rien d’étonnant, dans ces conditions, a ce que les conclu- 
sions que nous avions tirées de notre expérience reposant sur 
« des vontingences accidentelles » et sur « une coincidence 
résullant du jeu purement fortuit de plusieurs causes d’erreur » 
apparaissent & M. Gratia comme « plulot fragiles ». 

Il est & peine besoin de dire que nous nous étions entourés 
des précautions élémertaires si justement réclamées par Gratia. 
Dés l’abord, nous nous étions assurés, notamment, que le 


Annales de l'Institut Pasteur, t. 56, n° 3, 1936. nl 
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bactériophage échappe & l’action du lysozyme, sans quoi l expé- 
rience n’avait guere de sens. Le reproche d’avoir appliqué 
deux méthodes différentes de mesure & la suspension normale 
de B. megatherium et a celle traitée par le lysozyme ne corres- 
pond pas davantage a la réalité. Dans nos expériences, les 
suspensions traitées par le lysozyme se montraient presque 
toujours pratiquement stériles & l’ensemencement. D’autre 
part, l’épreuve consistant & mettre la suspension normale de 
B. megatherium en présence de la variété sensible ne donnait, 
pratiquement, que des plages a colonies centrales (1), 4 lexclu- 
sion de plages de lyse vraies. En d’autres termes, les expériences 
correspondant aux séries Il et LI de Gratia restaient négatives. 
On ne pouvait, par conséquent, dénombrer les colonies que pour 
la suspension normale, de méme qu’on ne pouvait dénombrer 
les plagesvraies que pour la suspension traitée par le lysozyme. 

La comparaison des coupons de drap qu’on pése ou qu’on 
mesure porte donc a faux et, puisqu’on en est aux comparai- 
sons, nous nous permettrons de faire celle-ci. Si l’on a affaire a 
des billes de verre contenant des billes métalliques et qu'on 
veuille se rendre compte du rapport numérique entre ces deux 
sortes de billes, on ne pourra compter les billes de verre qu’a 
état intact; seulement aprés les avoir écrasées on pourra 
compter les billes métalliques. 

Reste la question des spores et celle des chainettes. Il est 
parfaitement exact que les spores échappent a laction du 
lysozyme : nous nous en sommes bien apergus dés le début, a 
la suite d’essais négatifs de mise en liberté de facteurs lyso- 
génes contenus dans les spores (de B. megatherium lysogéne et 
de B. subtilis expérimentalement contaminé avec le bactério- 
phage correspondant). 

C’est parce qu’elles renferment des spores que les suspen- 
sions de B. megatherium donnent des colonies aprés traite- 
ment par le lysozyme, entre les mains de Gratia. C’est encore 
pour cette raison que « la grande majorité des taches claires de 
la série LV » (traitée par le lysozyme) obtenues en présence de 
la variété sensible sont, dans les expériences de ce savant, non 


(4) Ce phénoméne de plages a colonies centrales est trés caractéristique 
et ne saurait donner lieu, A notre sens, A aucune méprise. On le trouve 
figuré dans notre mémoire, Ces Annales, 56, p. 147. 
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de vraies plages, mais des plages & colonie centrale. C’est parce 
que les spores faisaient défaut dans nos expériences que nous 
netimes a consigner ni l’un, ni l'autre de ces faits. 

C’est donc par la présence ou l’absence de spores et non, 
comme on serait porté 4 croire, & la lecture du travail de 
Gratia, par la correction ou l’incorrection des méthodes de tra- 
vail, que s’expliquent les divergences principales des résultats 
obtenus par cet auteur et par nous-mémes. 

Cette différence de la teneur en spores semble s’expliquer 
d'une fagon fort simple. Nos expériences portaient sur des 
cultures de B. megatherium agées de dix-huit & vingt heures, 
dont treize heures de séjour a l’étuve 4 37° et cing & sept au 
laboratoire. (Ce germe se développe, du reste, parfaitement 
bien a la température ordinaire). Bien que le B. megatherium 
sporule de facon assez irréguliére, les cultures ainsi traitées 
sont le plus souvent pratiquement exemptes de spores ainsi 
que le montrent les données qui suivent. 


B. megatherium. 1° Culture de vingt heures (dont treize heures d’étuve) : 

a) Suspension en eau physiologique donne, par ensemencement, + 41.600 
colonies; 

b) Méme suspension, aprés action du lysozyme, 0 colonie; 

c) Méme suspension, aprés chauffage 4 60°, 2 colonies. 

2° Culture de vingt heures (dont quatorze heures d’étuve) : 

a) Suspension en eau physiologique donne, A l’ensemencement, = 4.000 
colonies; 

b) Méme suspension aprés action du lysozyme, 40 colonies. 

3° Culture de vingt heures (dont treize heures d’étuye) : 

a) Suspension en eau physiologique donne, a TVensemencement, 6.100 
colonies (600 colonies pour la dilution a 1 p. 10); 

b) Méme suspension, aprés chauffage a 60°, 40 colonies. 

4° Culture de vingt et une heures (dont treize heures d’étuve) : 

a) Suspension & 1 p. 1.000 en eau physiologique donne 150 colonies; 

b) Méme suspension 41 p. 10, aprés chautfage 4 60°, 15 colonies, ce qui 
correspond & 150.000 et 150 colonies, respectivement, pour la suspension mére 
telle que et chauffée a 60°. 


Gratia, lui aussi, s’adresse & des cultures de vingt heures 
(p. 309). Bien qu’il ne précise pas le fait, nous présumons, 
d’aprés les résultats enregistrés, qu'il a maintenu ses cultures 
pendant tout ce temps & I’étuve 4 37°. En effet, en s’adressant 
a de telles cultures on retrouve, dans la majorité des cas, les 
résultats obtenus par Gratia : colonies aprés traitement par le 
lysozyme en nombre sensiblement égal 4 celui fourni par la 
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mdme suspension avant traitement par le lysoey me ; plages A 
colonie centrale en présence de la variété sensible | 

Il suflit de comparer les figures que nous avons données | | 
avec oelles de Gratia pour voir quil s'agit de deux phénomdnes 
compldtoment differonts et que, mdme en y regardant « de plus 


pres », aucune confusion n'est possible. Les figures ci-cantre (2) 


achdvent, neous semble-t-il, de dissiper tout malentenda. En e. 


le phénomdne des colonies centrales. entourees dune zone de 


lyse présenté, aprds traitement par le lysozyme, par une culture 
de B. megatherium de vingt heures & Pétuve & 3ST en pre- 
sence de la variété sensible. En é. « dauthentiques plages de 


1) GQ. Ry. See, Bied, 449. 1935. BP. 47; Ges drmades, 88. pe 2 pl. & £888, 
2) Photegraphies de P. Jeantet 
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ment la relation numérique en question devait s évanouir, 
mais on devait, semble-t-il, prévoir, d’aprés les données de 
Gratia, le sens de la modification. En effet, la grande majorité 
des plages étant due, dans les expériences de Gratia, & la per- 
sistance de spores dans les suspensions traitées par le lyso- 
zyme, les « authentiques taches de bactériophage » qu’on 
obtiendrait seules avec les cultures trés jeunes devaient étre 
beaucoup moins nombreuses. Or, c’est le contraire qui a 
lieu : on compte huit & neuf plages pour une colonie. La rela- 
tion numérique que nous avions trouvée dans nos expériences 
s’est done bien évanouie, mais dans un sens tout autre que ne 
le faisait prévoir la critique de Gratia. Nous verrons dans un 
instant la raison de cette modification et comment celle-ci vient 
a l'appui du rapport que nous avions admis, d’un corpuscule 
bactériophage par élément bactérien. 

Il nous reste auparavant 4 examiner |’objection « chainettes », 
également soulevée par Gratia. Il y aurait la « une deuxiéme 
cause d’erreur considérable qui suffit, & elle seule, 4 enlever a 
Vexpérience de M. et M™° Wollman toute signification quanti- 
tive » (p. 314). 

Sans accepter la seconde partie de ce jugement (il ne s’agi- 
rait, a la rigueur, que d’une modification du rapport numé- 
rique admis), le fait que le B. megatherium forme des chai- 
nettes doit, bien entendu, entrer en ligne de compte dans des 
recherches quantitatives. Ainsi que Gratia a raison d’y insister, 
dans le cas le plus favorable, une colonie proviendrait d’ une 
chainette au moins. Nous avions bien entrevu cette difficulté. 
Toutefois, en absence, & ce moment, d’une explication satis- 
faisante, nous nous sommes bornés a constater les faits. 
« L’écart entre le rapport fourni par l’expérience », écrivons- 
nous dans notre récent mémoire « et celui que semblait faire 
prévoir la théorie parasitaire devient encore plus grand du fait 
que le B. megathertum forme des chainettes (4) ». 

Les recherches que nous avons poursuivies depuis, avec 
Mm Wollman, apportent, nous semble-t-il, sur ce point, des 
indications intéressantes. Nous avons constaté, en effet, que 
le lyzozyme ne semble libérer ,les facteurs lysogénes qu’a partir 


(1) Ces Annales, 56, n° 2, p. 15, 1936. 
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des seules bactéries vivantes (1). Or, en appliquant la colora- 
tion de Gram aux cultures utilisées dans nos expériences 
(vingt heures, dont treize & quatorze heures d’étuve), on conslate 
que la grande majorilé des germes sont devenus Gram-néga- 
tifs. Par contre, avec les cultures de cing heures d’étuve, la 
presque totalité des germes gardent le Gram. On comprend, 
dans ces conditions, que ces trés jeunes cultures donnent un 
nombre de plages huit & neuf fois supérieur & celui des colo- 
nies, alors que, dans nos expériences, les deux nombres étaient 
trés sensiblement égaux. L’existence des chainettes, loin de 
faire perdre a nos expériences « toute signification quantita- 
tive » permet, semble-t-il, de mieux saisir celle-ci. 

Il semble y avoir la, beaucoup plus qu’une coincidence, un 
rapport de cause a effet; par conséquent, rien de fortuit. 
Bien plus, la remarquable concordance des rapports numéri- 
ques obtenus par Gratia et par nous-mémes, alors que des deux 
cétés, on avait affaire & des phénoménes différents, ne nous 
apparait guére, non plus, comme un accident. Ce sont, en 
effet, les germes restés vivants qui, dans nos expériences, 
donneraient naissance d’une part a des colonies, d’autre part, 
apres action du lysozyme, a des plages de lyse. Ce sont ces 
germes, sensiblement en méme nombre qui, dans les cultures 
plus agées de Gratia, ont formé des spores. 

Enfin, Gratia indique deux nouvelles causes d’erreur que 
nous examineronus rapidement : 

1° Les cultures de B. megatherium sur gélose, méme séche, 
ne seraient pas toujours exemptes de bactériophage; 2° L’eau 
physiologique exerce une action bactéricide intense sur ce 
germe, ce qui fait que la numération ne correspond pas & la 
réalité. 

Pour ce qui est du premier point, nous ne pouvons que 
renvoyer 4 nos expériences (2) [ces Annales, 56, n° 2, p. 147). 


(A) C. R. Soc. Biol., 124, p. 126, 1938. 

(2) Toutefois, il y a lieu de faire, 4 ce propos, la réserve suivante. La 
presque totalité de nos expériences portent sur des suspensions de B. mega- 
therium en eau physiologique. Or, ayant constaté, récemment, la faible 
fillrabilité des bactériophages contenus dans de telles suspensions traitées 
par le lysozyme, nous nous sommes aper¢us que méme des bactériophages 
libres (produit du raclage de plages) sont partiellement retenus par les 
bougies lorsquils se trouvent suspendus dans de eau physiologique 
(de pH = 7,4 comme le bouillon). 
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Quant au deuxiéme, le fait est exact, mais dans les conditions 
de nos expériences, l’action bactéricide de l'eau physiologique 
n'intervient d’une facon pefturbatrice que pour les cultures 


trés jeunes (cing heures) ainsi qu'on peut le constater par les 
chiffres suivants : 


SUSPENSION EN BOUILLON SUSPENSION EN EAU PHYSIOLOGIQUE 


Cultures de vingt heures (dont treise d’étuve) : 


700 a 800 colonies. Prés de 700 colonies. 
150 colonies. 150 colonies. 
475 colonies. 450 colonies. 


Cultures de cing ad six heures a UVéluve : 


380 colonies. 35 colonies. 
350 colonies. 32 colonies. 
32 colonies. 2 colonies. 


Dans les expériences sur ces trés jeunes cultures, la sus- 
pension a dénombrer était, pour cette raison, toujours faite en 
bouillon. 

On constate, ainsi, que la critique de M. Gratia ne se trouve 
nullement vérifiée. Nous croyons avoir montré, en effet, que 
nous n’avons a nous reprocher aucune des négligences ni des 
méprises que ce savant veut bien nous imputer. L’exposé que 
nous avons été amenés a faire montre, en vérité, la complexité 
du probléme. II ne fournit aucun argument contre les conclu- 
sions que nous avons cru pouvoir tirer de nos expériences, & 
savoir : pour la souche lysogéne étudiée, de méme que la 
lyse, le nombre de corpuscules bactériophages est de méme 
ordre que celui de germes mis en jeu. 


CONTRIBUTION A L’ETUDE DE L’ALLERGIE 


(PREMIER MEMOIRE) 


L’ALLERGIE NON SPECIFIQUE 


par Paut BORDET 


(Institut Pasteur de Bruzelles). 


Nous avons fait connaitre antérieurement, dans plusieurs 
notes préliminaires présentées & la Société de Biologie, divers 
résultats expérimentaux se rapportant principalement & |’al- 
lergie non spécifique et au phénoméne de Shwartzman. Nous 
rassemblons aujourd’hui ces résultats en Jes complétant, et 
réunissons dans ce premier mémoire ceux d’entre eux qui con- 
cernent l’allergie non spécifique. 

La sensibilité particuliére des animaux tuberculeux a l’ac- 
tion toxique de microbes divers est d’observation ancienne. 
Dés 1889, dans un mémoire paru dans ces Annales, Gamaleia 
note que l’injection intramusculaire, & dose relativement 
faible, de cultures stérilisées de Vibrio metchnikovi entraine 
au bout de quelques heures la mort du cobaye tuberculeux, 
qui succombe en hypothermie. 

La découverte de la tuberculine et de ses propriétés incite 
Roemer et Buchner, en 1891, & rechercher si l’on ne peut 
préparer, a partir de microbes autres que le bacille de Koch, 
des extraits particuliérement toxiques pour les animaux tuber- 
culeux. En soumettant 4 une macération prolongée, suivie 
d’ébullition de longue durée, des cultures de B. pyocyanique, 
de B. de Friedlander, de B. prodigiosus, ces auteurs en extraient 
des bactérioprotéines qui, injectées sous la peau, a la dose de 
1 a 2 décigrammes, tuent les cobayes tuberculeux en cing a 
dix heures. Or, et voici ot réside surtout l’intérét de ces observa- 
tions, quel que soit le microbe utilisé, l’‘autopsie de ces cobayes 
montre les mémes Iésions, consistant principalement en 
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congestion, parfois hémorragique, des foyers tuberculeux. 

L’analogie est évidente entre ces lésions et celles que déter- 
mine l’intoxication tuberculiniqne. Et pourtant, bien que net- 
tement établie par ces premiéres observations, |’ hypersensi- 
bilité non spécifique des tuberculeux retint assez peu l’attention. 

Depuis, Borrel fit connaitre Vhypersensibilité des animaux 
tuberculeux 3 l’action toxique de la malléine introduite dans 
les centres nerveux, notion qui fut confirmée tout récemment 
par Bacanu. 

Les cobayes tuberculeux se montrent également hypersen- 
sibles aux produits de bacilles paratuberculeux divers notam- 
ment celui de l’entérite hypertrophiante des bovidés (Boquet 
et Négre). 

C’est dans le domaine de la clinique que l’hypersensibilité 
non spécifique des tuberculeux fut le plus étudiée au cours des 
derniéres années. Elle s’atteste & l’égard de divers vaccins, 
notamment du vaccin antityphique, dont l’injection intrader- 
mique détermine souvent localement, chez les tuberculeux, un 
léger érythéme et un peu d’infiltration eedémateuse (Delamare). 
D’aprés Selter et Tancré, 4 qui l’on doit une étude importante 
de la question, l’injeclion de coliprotéine dans le derme des 
sujets tuberculeux y fait apparaitre une réaction locale au 
moins aussi vive que celle de tuberculine. Les deux réactions, 
ala tuberculine et a la coliprotéine, offrent, du reste, diverses 
analogies : elles présentent notamment toutes deux le phéno- 
méne de « reviviscence » aprés injection sous-cutanée de tuber- 
culine; d’autre part, lexamen histologique ne peut, d’aprés 
Blumenberg, les distinguer. 

L’hypersensibilité des tuberculeux vis-a-vis de diverses sub- 
stances non microbiennes est également bien connue. Dés le 
début de l’application de la sérothérapie, des cliniciens ont 
noté la plus grande susceptibilité des enfants tuberculeux au 
sérum de cheval. On ne peut toutefois déceler de différence de 
sensibililé, a l’égard de ce sérum, entre cobayes tuberculeux et 
cobayes sains, & moins que ces animaux n’aient été injectés 
antérieurement de cet antigéne; dans ce cas, la dose de sérum 
de cheval nécessaire pour déclancher un choc anaphylactique 
mortel est deux & trois fois moindre pour le cobaye tuberculeux 
que pour le cobaye normal (Besredka et Bronfenbrenner). 
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Matthas, d’autre part, a signalé que l’injection de deutéro- 
albumoses déclanche, chez l’animal tuberculeux, des accidents 
semblables & ceux que détermine la tuberculine. Enfin l’injec- 
tion parentérale de lait peut provoquer, chez les sujets tubercu- 
leux, des réactions a la fois générales et focales, reconnues 
notamment par Schmidt et Kraus. 

La toxicité particuliére de ces diverses substances pour les 
sujets tuberculeux peut, comme celle des produits microbiens, 
se dénoncer également, lorsqu’on les injecte dans le derme, 
par l’apparition de réactions locales vives. La réaction de 
Busacca au sérum de cheval en fournit un exemple. L’hyper- 
sensibilité dermique des tuberculeux se manifeste méme vis-a- 
vis du bouillon ordinaire (De Potter). Dujardin et Duprez ont 
dénommé hétéroallergie cette hypersensibilité que manifeste le 
derme des tuberculeux a |’égard de substances banales comme 
le sérum de cheval ou le lait de vache. D’aprés ces auteurs, les 
sujets réagissant le plus vivement a la tuberculine sont aussi 
ceux chez qui l’on observe les réactions d’hétéroallergie les 
plus intenses. 

Mais ces substances diverses, capables d’éveiller des réac- 
tions locales ou générales chez homme tuberculeux, se pré- 
tent mal a l’étude de l’allergie non spécifique chez les animaux 
de laboratoire. Aussi, pour entreprendre cette étude, convient- 
il de s’adresser de préférence aux produits microbiens, provo- 
quant des réuctions allergiques mieux caractérisées. 

En recherchant si l’inoculation de vaccin BCG n’a pas pour 
conséquence de modifier la résistance du péritoine du cobaye 
a Vinfection colibacillaire, nous avons provoqué, il y a plu- 
sieurs années déja, l’apparition d’un phénoméne d’hypersensi- 
bilité non spécifique particuliérement démonstratif, dont la 
description sommaire a été donnée dans une note préliminaire. 
Voici notre premiére expérience : 


Un lot de cobayes males est inoculé de 5 milligrammes de BCG dans le 
péritoine. Aprés dix 4 vingt jours, ces cobayes, ainsi que des témoins neufs, 
sont injectés de doses de B. coli correspondant a 41/10 ou 1/20 de culture de 
vingt-quatre heures sur gélose. Les cobayes vaccinés succombent au bout de 
quatre a dix heures. Certains témoins survivent; d’autres succombent, mais 
toujours plus tardivement que les animaux vaccinés. 

L’autopsie des cobayes vaccinés montre la présence, dans la cavité péri- 
tonéale, d’un exsudat séreux teinté de sang, souvent assez abondant. Les 
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lésions les plus caractéristiques siégent au niveau de l’épiploon, qui, bos- 
selé de nodules développés a la suite de l'inoculation de BGG, est violem- 
ment congestionné, est parsemé de taches hémorragiques et souvent engainé 
de caillots. 


Les animaux inoculés de BCG sont donc plus sensibles que 
les cobayes normaux 8 l'infection colibacillaire du péritoine, a 
laquelle ils succombent en présentant des accidents hémorra- 
giques aigus qui, comme le montre l’expérience suivante, 
neuvent étre reproduits par injection de cultures stérilisées de 
B. colt, réguligrement inoffensives pour les animaux témoins. 


Les cobayes, inoculés depuis deux ou trois semaines de 5 ou 10 milli- 
grammes de BCG, sont injectés par voie péritonéale de 2 cent. cubes d'une 
suspension de B. coli, obtenue en délayant une culture de vingt-quatre heures 
sur gélose en 10 cent. cubes de solution physiologique et stérilisée par 
chauffage a 60° ou méme 100°. Trois 4 quatre heures aprés cette injection, 
les cobayes vaccinés accusent déja des signes de souffrance : les poils se 
hérissent, la respiration devient pénible, les animaux s'immobilisent, puis se 
couchent sur le flanc; leur mort survient aprés six a dix heures, tandis que 
les cobayes neufs survivent régulitrement a l’injection de cette dose de corps 
microbiens. 

Le symptéme dominant, au cours de cette intoxication, est la forte hypo- 
thermie qui s’accentue progressivement et va de pairavec le ralentissement 
de la circulation veineuse, qu'on peut apprécier facilement par section d'une 
veinule périphérique. La température, généralement de 38°5 avant l’injec- 
tion, n’est souvent plus, trois heures aprés celle-ci, que de 34° a 35° et 
descend jusqu’a 30° environ peu avant la mort. Chez les cobayes témoins, 
par contre, 'hypothermie, lorsqu’elle existe, est légére et fugace. 

On observe également, au cours de cette intoxication, une diminution con- 
sidérable de la teneur du sang en leucocytes, qui, mesurée trois heures aprés 
Pinjection intrapéritonéale de B. coli, a été trouvée réduite a 30 p. 100 environ 
du taux inilial. Mais cette leucopénie se manifeste également, avec une inten- 
sité comparable, chez le cobaye témoin. 

L’autopsie fait découvrir la réaction hémorragique aigué suryenue au 
niveau des foyers développés par l'inoculation du vaccin : les ganglions 
épiploiques hypertrophiés et, souvent, de petits abcés caséeux incrustés 
dans la séreuse péritonéale et faisant adhérer parfois une anse intestinale 
au péritoine pariélal. La cavité péritonéale renferme un exsudat séreux abon- 
dant et teinté de sang; la circulation veineuse mésentérique est trés engorgée; 
les capsules surrénales sont hyperémiées. 

Cette hypersensibilité A l'égard des produits colibacillaires n'est bien mani- 
feste que dix jours environ aprés l’inoculation du BCG. Sa durée parait 
dépendre de la persistance des nodules développés par le vaccin. Certains 
animaux, dont le péritoine a repris son aspect normal un mois déja aprés 
inoculation du vaccin, ne manifestent plus, dés ce moment, d’hypersensibi- 
lité & Pégard du B. coli; par contre, cette hypersensibilité se maintient parfois 


pendant plusieurs mois chez les cobayes porteurs de nodules épiploiques 
plus durables. 
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Les deux formes R et S du B. coli conviennent Ala production de ces acci- 
dents hémorragiques. Ceux-ci surviennent aussi apres injection intraveineuse 
de filtrat (2 cent. cubes) de culture de B. coli en bouillon, Agée de six jours; 
ils peuvent étre déclanchés également par linjection ‘de filtrats d’autres 
espéces microbiennes, notamment de B. proteus (4 & 2 cent. cubes de filtrat 
de culture en bouillon agée de quatre jours); le staphylocoque, par contre, 
est inactif. 


L’infection strictement locale développée par l’inoculation 
intrapéritonéale de BCG suffit donc & conférer A l’animal une 
hypersensibilité trés marquée a l’égard de divers produits 
microbiens, dont l’injection fait apparaitre, au niveau des 
lésions locales, des accidents hémorragiques aigus. L’hyper- 
sensibilité non spécifique n’est done pas exclusivement l’altri- 
but de la tuberculose virulente. D’autre part, du fait qu'elle 
met en jeu une infection comportant des lésions toujours gué- 
rissables, cette expérience permet de reconnaitre que |’hyper- 
sensibilité disparait avec les lésions qui l’ont fait apparaitre. 
Par conséquent, l'état d’hypersensibilité non spécifique vis-a- 
vis du B. cola est lié & lexistence de Iésions actuelles et ne 
parait pas résulter d'une sensibilisation de type anaphylactique, 
dont les effels se prolongeraient sans doute aprés la guérison 
et qui serait déterminée par les produits que le BCG élabore au 
niveau des lésions. D’autres résultats, dont l’exposé suivra, 
précisent encore cette notion de l’importance du role des lésions 
dans le déterminisme de l’hypersensibilité non spécifique. 

Dans la note préliminaire présentée en mars 1931 et décri- 
vant ces accidents hémorragiques, nous attirions déja l’atten- 
tion sur les analogies évidentes qu’ils présentent avec ceux qui 
caractérisent les phénoménes décrits par Sanarelli et par 
Shwartzman. On sait qu’au cours de ses recherches sur la 
pathogénie du choléra, G. Sanarelli montra, en 1924, que les 
lapins injectés par voie intraveineuse d'une dose inframortelle 
de vibrions cholériques succombent en quelques heures lors- 
qu’on leur injecte dans la veine, vingt-quatre heures aprés 
Vinoculation de choléra, du filtrat de culture de B. coli ou de 
B. proteus. Ces lapins, qui meurent en hypothermie, présentent 
a l’autopsie des lésions congestives et hémorragiques de 
l'intestin gréle, ot les vibrions injectés se sont localisés et 
multipliés; l’épiploon est toujours lrés congestionné et sou- 
vent parsemé de taches: hémorragiques, la cavité péritonéale 
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renferme parfois des caillots sanguins, et l’on observe, en outre, 
tres réguligrement, une slase marquée de la circulation vei- 
neuse viscérale. Sanarelli désigna ce phénoméne par le terme 
d’épithalaxie, que justifie la desquamation épithéliale massive 
observée au niveau de l'intestin. Pour cet auteur, ce phéno- 
méne réalise la reproduction expérimentale de l’algidité cholé- 
rique et éclaire ainsi le déterminisme de cet état pathologique. 
Dans l’expérience de Sanarelli; la sensibilité du lapin a l’égard 
du filtrat, dont l’activité résiste 4 100°, est le plus accusée le 
lendemain et lesurlendemain de l’injection des vibrions, c’est- 
a-dire au moment ot ceux-ci pullulent ou niveau de | ’intestin 
egréle; & partir du troisiéme jour, les vibrions se raréfient et, 
corrélativement, cette sensibilité diminue. Tant au point de 
vue des conditions d’apparition des accidents hémorragiques 
que de leur nature, la ressemblance est étroite entre ce phéno- 
méne et celui que nous éludions. Cette analogie, nous la signa- 
lions, dés notre premiére note, dans les termes qui suivent : 
« Dans le phénoméne de Sanarelli comme dans celui que nous 
décrivons, le B. coli, dont le principe toxique résiste au chauf- 
fage a 100°, détermine une congestion violente et mortelle du 
territoire habité soit par le vibrion cholérique, soit par le BCG. 
Agent d'une infection aigué, le vibrion sensibilise l’organisme 
rapidement mais de fagon fugace, tandis que le BCG, agent 
dinfection prolongée, requiert une dizaine de jours pour 
engendrer cette sensibilité particuliére. Celle-ci se dissipe au 
fur et 4 mesure que rétrocéde la lésion créée par le BCG. » 

Le phénoméne décrit d’autre part par Shwartzman en 1928 
apparait, comme nous le faisions remarquer dans cette méme 
note, comme une varianle de celui de Sanarelli. Il consiste, 
rappelons-le, en ce que l’injection intraveineuse de certains . 
filtrats microbiens, pratiquée vingt-quatre heures apres l’injec- 
tion intradermique de l’un ou l’autre de ces filtrats actifs, fait 
apparaitre au bout de quelques heures, au niveau de la peau 
ainsi préparée, une réaction hémorragique intense aboutissant 
généralement a la nécrose de la région. De nombreuses espéces 
microbiennes fournissent des filtrats actifs et, le plus souvent, 
un filtrat capable de préparer localement la peau — convenant 
donc 4 linjection dite « préparante » — est également doué du 
pouvoir « déchainant », c’est-a-dire qwil déclanche, lorsqu’on 
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linjecte dans la veine, l’apparition de la réaction hémorra- 
gique : c’est notamment le cas de la colitoxine. Mais on peut, 
et ceci est essentiel, déclancher l’apparition du phénoméne en 
injectant dans la veine un filtrat différent de celui quia servi a 
Vinjection préparante; le phénoméne ne résulte donc pas, 
comme le choc anaphylactique, d’une sensibilisation & carac- 
tere spévifique, provoquée par l’injection d’un antigéne a l’égard 
de linjection déchainante du méme antigéne. Le staphylo- 
coque qui, comme nous l’avons signalé plus haut, ne déclanche 
pas d’accidents hémorragiques chez les cobayes inoculés de 
BCG, ne convient pas davantage & la production du phéno- 
méne de Shwartzman. 

En résumé, le rapprochement que nous établissions entre 
les phénoménes de Sanarelli, de Shwartzman, et celui que 
nous étudions se fonde essentiellement sur ce que, dans chacun 
d’eux, l’injection de produits microbiens thermostables, coli- 
bacillaires par exemple, fait apparaitre, au bout de quelques 
heures, une réaction hémorragique intense au niveau d’une 
région sensibilisée, soit par une infection, soit, dans l’expé- 
rience de Shwartzman, par Vinjection d’un filtrat microbien. 
Généralement localisée, dans l’expérience de Shwartzman, au 
territoire cutané préparé, la réaction hémorragique déclan- 
chée par linjection déchainante entraine, on le concoit, des 
troubles extremement graves lorsqu’elle porte sur des organes 
viscéraux. C’est ce que l’on observe chez les lapins cholériques 
ou les cobayes inoculés de BCG dans le péritoine : la circula- 
tion veineuse se ralentit et l’hypothermie s'accuse progressive- 
ment jasqu’a la mort. 

Depuis la publication de notre note préliminaire, Gratia et 
Linz ont apporté d’autres exemples de lésions infectieuses qui, 
comme dans l’expérience de Sanarelli et la notre, deviennent 
le siége d’une vive réaction hémorragique sous linfluence de 
l'injection intraveineuse de colitoxine. C’est le cas de l’aedéme 
charbonneux et de |’éruption vaccinale. Dans ces exemples, 
comme dans les précédents, la sensibilité locale apparait 
d’autant plus vite que la lésion se constitue plus rapidement : 
au bout de trente-six heures environ pour l’cedéme charbon- 
neux, et seulement aprés trois jours pour |’éruption vaccinale. 
Gratia et Linz ont groupé les phénoménes de Sanarelli et de 
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Shwartzman, sous I’étiquette d’allergie hémorragique. Il] 
semble, en effet, justifié de faire rentrer ces phénoménes dans 
le cadre de l’allergie, notamment en raison des analogies, sur 
lesquelles nous avons atliré lattention, qu’ils présentent avec 
l’allergie non spécifique. Mais il nous parait moins indiqué de 
baser sur leur caractére hémorragique une distinction entre 
eux et les réactions allergiques classiques, telles celles des 
tuberculeux & la tuberculine, qui, on le sait, s’accompagnent 
elles-mémes trés fréquemment d’hémorragies. Une telle dis- 
tinction n’est, au surplus, peut-étre pas indispensable. Il 
existe, en effet, entre ces phénoménes et l’allergie tuberculi- 
nique, des points communs que nous indiquerons dans notre 
prochain mémoire; et !a signification du mot allergie nous 
parait suffisamment imprécise pour que l’on puisse, au moins 
provisoirement, ranger, sous ce terme, ces divers phénoménes 
acolé de ceux de lallergie classique. 

En saisissant les analogies qui unissent Jes phénoménes de 
Shwartzman et de Sanarelli aux phénoménes d’hypersensibi- 
lité non spécifique, dont notre expérience offre un exemple 
particuligrement démonstratif, nous étions conduit & envi- 
sager ceux-ci sous un jour nouveau. Pour poursuivre leur 
étude, il est utile de décrire les accidents généraux, conformes 
& ceux observés et décrits par les anciens auteurs, que pro- 
voque linjection de produits colibacillaires aux animaux 
tuberculeux. 

On peut déterminer l’intoxication du cobaye tuberculeux par injection 
d'une suspension de B. coli tués ou de filtrat d'une culture de ce microbe en 
bouillon, Agée de six jours. L’injection intrajugulaire de 4 a 2 cent. cubes 
de ce filtrat, dose inoffensive pour le cobaye neuf, ou méme souvent d’une 
dose moindre, tue en quelques heures les cobayes tuberculeux porteurs de 
lésions viscérales. On aboutit au méme résullat par l’injection intravei- 
neuse de0c.c.5 ou 4 cent. cube de fillrat de culture de B. proteus en bouillon, 
Agée de quatre A cing jours; alors que 3 ou 4 cent. cubes de ce filtrat sont 
bien supportés par le cobaye neuf. 

La sensibilité des cobayes tuberculeux & l’aclion toxique de ces produits 
microbiens, coli- ou protéotoxine, est d’autant plus accusée que les lésions 
tuberculeuses sont plus étendues. La gravité des accidents nous a paru 
dépendre surtout de l’existence de lésions viscérales; les cobayes porteurs 
de Iésions seulement ganglionnaires tolérent sans accident linjection de 
doses mortelles pour les animaux porteurs de Iésions viscérales. 

Les symptomes, analogues a ceux que nous avons décrits au sujet des 


cobayes inoculés de BCG, n'apparaissent que quelques heures aprés linjec- 
tion des produits microbiens. L'animal s’immobilise,, les poils hérissés, 


| 
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puis, aprés quelques heures, se couche sur le flanc. La mort survient en 
asphyxie, aprés un délai variant évidemment avec la dose injectée et 
létendue des lésions tuberculeuses, mais qui est généralement compris 
entre quatre et huit heures. Un symptome essentiel est I'hypothermie, tout 


a fait constante; la température descend 4 30° environ, parfois moins encore, 
peu avant la mort. 


Les lésions observées A lautopsie simulent, a s'y méprendre, celles que 
détermine lintoxication tuberculinique. Le chancre d’inoculation, violem- 
ment congestionné, a une teinte violacée. Tous les foyers tuberculeux sont 
entrepris par le processus congestif et parsemés de taches hémorragiques. 
La cavité péritonéale renferme un exsudat abondant et teinlté de sang; la 
circulation veineuse du mésentére est fortement engorgée; les capsules 
surrénales sont extrémement hyperémiées. 

La réaction hémorragique, provoquée au niveau des foyers tuberculeux 
par l’injection de colitoxine, s’observe également chez Je lJapin. Cet animal, 
on le sait, se préte mieux que le cobaye 4 Ja réalisation du phénoméne de 
Shwartzman. Corrélativement sans doute, l'injection inlraveineuse d’une 
dose relativement faible de filtrat de B. coli (1 cent. cube) suffit A provoquer 
chez lui, au niveau des lésions tuberculeuses, l’apparition d’une réaction 
hémorragique souvent violente. Unde nos lapins, chez qui une localisation 
oculaire de l’infection tuberculeuse avait entrainé la fonte purulente d’un 
ceil, se mit, a la suite de l’injection de colitoxine, 4 pleurer des « larmes » de 
sang. Dans ce cas, l’hémorragie survint, comme dans le phénoméne de 
Shwartzman, trois A quatre heures aprés l’injection inlraveineuse du filtrat 
microbien. 


Le filtrat de B. coli, qui tue done le cobaye tuberculeux a 
dose assez faible, est supporté méme a forte dose par le cobaye 
normal. Aussi convient-il, pour apprécier la sensibilité de 
V'animal neuf & la colitoxine, de disposer d’un produit de toxi- 
cité supérieure & celle du filtrat. On peut, dans ce but, avoir 
recours & l’acide acétique qui, comme nous |’avons signalé 
dans une note préliminaire, précipite les substances actives 
du filtrat. Introduit & la concentration de 3 p. 100 dans le 
filtrat, l’acide acétique y fait apparaitre un trouble intense 
qui, aprés séjour d’un ou deux jours & l’étuve, se résout en 
flocons qu’on sépare facilement par centrifugation. Le culot 
est redissous, par addition de quelques gouttes de solution de 
CO*Na? a5 p. 100, et repris dans un volume de solution phy- 
siologique égal au 1/10 du volume du filtrat. Le liquide ainsi 
obtenu convient aussi bien 8 la production du phénoméne de 
Shwartzman qu’a l‘intoxication des cobayes tuberculeux, qu'il 
tue, par injection dans la jugulaire, & la dose de 0 c. c. 2 ou 
0c. c. 3. Pour déterminer la mort du cobaye normal, il faut 
injecter des doses cing a dix fois plus grandes, soit 1 ¢. ¢. 5 a 
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2 cent. cubes, de cette toxine concentrée. Dans ces conditions, 
le cobaye, dont la température s’abaisse progressivement, suc- 
combe au bout de quelques heures. A l’autopsie, on découvre 
des lésions congestives et hémorragiques : pigqueté hémorra- 
gique des poumons, forte hyperémie rénale et surrénale. 

La colitoxine détermine donc des accidents de méme nature 
chez les animaux neufs et chez les animaux allergiques : c’est 
par le degré de leur sensibilité que ces animaux se distinguent. 
Cette notion est bien mise en évidence par l’expérience sul- 
vante, qui a recours & l’injection intrapéritonéale d’une sus- 
pension de microbes tués. 


Un cobaye A inoculé, vingt-cing jours auparavant, de BCG dans le péri- 
toine, el 2 cobayes neufs B et C sont injectés, par voie péritonéale, d’une 
suspension épaisse de B. coli tués, en quantité correspondante, pour A et B, 
44/6 de cullure sur gélose, et, pour C,a une culture entiere. Les 3 cobayes 
pésent 320 grammes; leur température est, avant l’expérience, de 38°53. 

Voici, trois heures aprés linjection, la température de ces cobayes : 
A : 34°53, B : 3895, C: 36°. Une nouvelle détermination de la température, faite 
cing heures aprés J’injection, donne les chiffres suivants ; A: 30°, B: 3795, 
(CR, 

B survit, A et C succombent, le premier six heures, le second sept heures 
apres linjection. A présente, al'autopsie, les Iésions hémorragiques carac- 
téristiques au niveau des foyers épiploiques. Le péritoine de C renferme un 
exsudat séreux lteinté de sang; les poumons, les reins et les capsules sur- 
rénales sont fortement hyperémiés 

Un autre cobaye neuf, injecté d'une dose de B. coli tués correspondant a 
une demi-culture sur gélose, survil. 


Injectés a dose sulffisante, les produits colibacillaires font 
done apparaitre des hémorragies méme chez le cobaye neuf. 
La présence de lésions tuberculeuses se borne done & exagérer 
la sensibilité de lorganisme & l’action hémorragipare de ces 
produits. Nous reprendrons plus loin l’étude du mécanisme de 
cette hypersensibilité qui, nous le savons déja par les expé- 
riences portant sur les animaux inoculés de BCG, n’est pas 
liée & l’existence d'une infection virulente. Mais il convient de 
compléter a présent la description des manifestations diverses 
de Vallergie non spécifique des tuberculeux. 

Cette allergie se dénonce, en effet, non seulement par les 
accidents toxiques dont la description précéde, mais aussi par 
des réactions locales extrémement vives & l’injection intra- 
dermique ou sous cutanée de produits colibacillaires. Comme 
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nous l’avons rappelé au début de ce mémoire, Selter et Tancré 
ont décrit antérieurement les réactions locales engendrées par 
le B. col chez Vhomme tuberculeux. Chez le cobaye tubercu- 
leux, Vinjection sous-cutanée ou intradermique d’une suspen- 
sion de B. coli tués fait apparaitre une Iésion locale hémorra- 
gique que nous avons décrite dans une note préliminaire, en 
insistant sur les analogies qu'elle présente avec la Iésion carac- 
téristique du phénoméne de Koch. 


L’injection intracutanée de suspension stérilisée de B. coli, obtenue en 
délayant une culture de vingt-quatre heures sur gélose en 10 cent. cubes de 
solution physiologique, ne détermine pas de lésion locale chez le cobaye 
normal. Chez le cobaye tuberculeux, au contraire, on observe, le lendemain, 
une nappe hémorragique a l’endroit Winjection. Apres trois jours, la peau 
s'est mortifiée A ce niveau et lescarre séche, délimitée par un sillon, s’éli- 
mine ensuite en mettant a nu une ulcération chancreuse & bords épaissis et 
taillés 4 pic. Cette ulcération laisse apres guérison une cicatrice durable. 

L’aptitude 4 répondre par une réaction locale aussi violente a l’injection 
de B. coli tués n’apparait pas trés précocement; on ne l’observe habituelle- 
ment que chez les animaux tuberculisés depuis cing Asix semaines au moins. 


Sarnowiec a montré, depuis Ja publication de notre note, 
que les cobayes tuberculeux réagissent fréquemment aussi & 
Vinjection intradermique de suspension de B. abortus; de 
nature cedémateuse, les réactions observées dans ce cas n’abou- 
tissent pas & la nécrose. 

Qu’ils consistent, selon le mode d’introduction du produit 
toxique dans l’organisme tuberculeux, en intoxication aigué 
accompagnée de réaction congeslive et hémorragique au niveau 
des foyers tuberculeux ou en nécrose locale de la peau, les 
elfets de injection de produits colibacillaires ressemblent donc 
a ceux que déclenche injection de produits tuberculeux, corps 
microbiens ou tuberculine. Cette similitude s’affirme encore 
pour ce qui concerne le phénoméne dit de reviviscence. On 
sait que ce phénoméne, désigné par les auteurs allemands 
sous le nom de « Aufflammung », consiste en ce que l'injec- 
tion de tuberculine détermine, chez ]’animal tuberculeux, une 
congestion violente des cicatrices d’anciennes intradermo-réac- 
tions tuberculiniques qui paraissent donc ravivées. Nous 
avons observé que, chez le cobaye tuberculenx, la reviviscence 
survient au niveau des cicalrices des intradermo-réactions 
anlérieures, que celles-ci aient été provoquées par l’injection 
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de tuberculine ou de suspension colibacillaire; elle peut, au 
surplus, étre déclanchée aussi bien par la colitoxine que par la 
tuberculine. 


L’injection intraveineuse, au cobaye tuberculeux porteur de cicatrices 
d’anciennes réactions cutanées A la tuberculine ou au B. coli, dune dose 
mortelle de colitoxine ou de protéotoxine est suivie, aprés deux heures 
environ, de l’apparition d’une réaction congestive extrémement vive au 
niveau de ces cicatrices. Cette congestion s’accuse progressivement jusqu’a 
conférer une|teinte violet foncé a ces cicatrices. 


* 
x *¥ 


L’allergie 4 la tuberculine et lallergie non spécifique, unies 
entre elles par des analogies aussi étroites, ont-elles le méme 
déterminisme? Voila le probleme qu’il importe d’aborder & 
présent. Mais nous discuterons au préalable, en une courte 
parenthése, la valeur des termes allergie et hypersensibilité 
employés souvent indifféremment pour désigner ces phéno- 
ménes. 

Sile mot hypersensibilité exprime parfaitement le fait que 
Vanimal tuberculeux succombe & l’injection de doses relative- 
ment faibles des produits microbiens en cause, on peut estimer 
que, suggérant lidée d’une hyperréceptivité, il préjuge trop, 
lorsqu’on l’applique aux réactions locales, de la nature et sur- 
tout des effels de ces réactions. Cette application abusive du 
terme hypersensibilité conduit par exemple & ranger sous cette 
rubrique l’aptitude dont est doué le cobaye tuberculeux a 
répondre par le phénoméne de Koch & la réinjection de corps 
bacillaires : le contresens est dans ce cas flagrant, puisque la 
production de ce phénoméne correspond & une augmentation 
de résistance & l’infection. C’est, du reste, une régle générale, 
établie surtout par les recherches de Krause et Willis et de 
Boquet, que la réaction allergique oppose un obstacle & la dis- 
persion des germes de réinfection. Aussi préférons-nous, au 
mot hypersensibilité, le terme allergie, qui se borne & traduire 
objectivement le fait que lorganisme tuberculeux répond de 
fagon particuliére & Vintroduction de produits microbiens 
divers. Cette aptitude nouvelle donne lieu & de funestes effets 
lorsque ces produits sont introduits expérimentalement en 
grande quantité au sein de l'économie. Au contraire, elle se 
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montre fonciérement ulile & l'organisme dans les conditions 
naturelles de la réinfection. Pour des raisons analogues, nous 
pensons qu il convient de bannir le terme intolérance, parfois 
employé pour caractériser I’6tat des animaux allergiques. En 
effet, l’animal tuberculeux, que l'on réinocule de bacilles, 
tolére cette réinfection, en ce sens qu'il réussit & entraver la 
résorption des germes; il n’est guére opporlun, dans ces 
conditions, de dire qu'il est intolérant. 

Pour aborder I'étude du mécanisme des deux formes, spéci- 
fique et non spécifique, de l’allergie, il convient de comparer 
les conditions d’apparition de ces deux allergies. Se dévelop- 
pent-elles simultanément, les causes qui déclanchent l’appari- 
tion de l'une entrainant nécessairement |’éclosion de l'autre? 
Kt tout d’abord, V’allergie non spécifique est-elle liée & l’exis- 
tence de Vinfection tuberculeuse, dans la méme mesure que 
lallergie tuberculinique? 

On sait, & ce sujet, que sil’on a pu meltre en évidence un 
certain degré de sensibilité & la tuberculine au cours d’infec- 
tions autres que la tuberculose, cette sensibilité n’est jamais. 
égale 4 celle des tuberculeux. C’est dans le domaine expéri- 
mental que furent recueillis les exemples les plus certains de 
sensibilité & la tuberculine en l’absence de bacilles tubercu- 
leux. En effet, la fréquence de la sensibilité du derme & la 
tuberculine chez homme normal rend malaisée | interprétation 
des réactions positives observées en clinique dans des étals 
pathologiques autres que la tuberculose. C’est ainsi que, d’aprés 
Dujardin et Duprez, certains sujets syphililiques réagissent de 
facon particuligrement intense & l’injection intradermique de 
tuberculine. Mais si l’on tient compte de ce que la plupart des 
sujets adulles ont acquis, a la faveur de contaminations tuber- 
culeuses discrétes, lallergie spécifique & la tuberculine, on 
parail autorisé & attribuer les réactions intenses observées par 
ces auteurs A l’exagération non spécifique, sous l’influence de 
l’infection syphilitique, de l'allergie développée par le bacille 
tuberculeux et qui, elle, est dans son essence spécifique; ces 
sujets syphilitiques réagissent, du reste, également au lait de 
vache. D'autre part, la parenté qui lie le bacille de Hansen au 
bacille tuberculeux est peut-étre en cause dans la réactivité 
bien connue des lépreux a la tuberculine. On sait, en effet, 
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que divers bacilles acido-résistants sensibilisent les animaux 
a la tuberculine. C’est le cas notamment, comme |’a montré 
Boquet, des bacilles de l’entérite hypertrophiante, qui, injectés 
a, doses massives, rendent les animaux sensibles non seulement 
a la paratuberculine correspondante, mais aussi & la tuberculine 
ordinaire; mais l’action sensibilisante de ces bacilles & l’égard 
de la tuberculine est toujours moins marquée que celle des 
bacilles tuberculeux. Chez l’animal, une allergie intense & la 
tuberculine est donc toujours l’ceuvre du bacille tuberculeux. 

Or, il en va tout autrement pour l’allergie non spécifique au 
B. coli ou au B. proteus. Celle-ci se présente, en effet, — nous 
l'avons mentionné dans une note préliminaire — au cours de 
Vinfection pseudo-tuberculeuse du cobaye, avec les mémes 
caractéres et la méme intensité que dans la tuberculose. Nos 
expériences ont porté, soit sur des animaux atteints de pseudo- 
tuberculose spontanée, soit sur des cobayes infectés expérimen- 
talement par le bacille de Malassez. 


La pseudo-tuberculose est, on le sait, fréquente dans les élevages; on 
peut, assez souvent, la reconnaitre trés simplement grace a la présence de 
gros ganglions mésentériques décelables par la palpation de l’abdomen., 
Dans les expériences sur l’allergie non spécifique des cobayes tuberculeux, 
il arrive que des animaux témoins, injectés dans la peau de suspension de 
B. coli ou de B. proteus, répondent, tout comme les tuberculeux, par une 
réaction hémorragique intense évoluant vers la nécrose et l’escarrification. 
Sacrifiés, ces animaux sont réguliérement reconnus porteurs de lésions 
pseudo-tuberculeuses. 

Chez les cobayes pseudo-tuberculeux, l’allergie non spécifique se dénonce, 
comme chez les tuberculeux, non seulement par les réactions cutanées, mais 
aussi par lhypersensibililé générale : l'injection intrajugulaire d’une petite 
dose de protéotoxine ou de colitoxine (1 a 2 cent. cubes) détermine chez eux 
un abaissement progressif de la température, qui descend a 30° environ et 
entraine la mort au bout de quelques heures. A l’autopsie, on observe de la 
congestion des foyers pseudo-tuberculeux; la cavité péritonéale renferme 
un exsudat souvent hémorragique. Ges constatations, faites en 1934 sur les 
cobayes atteints de pseudo-tuberculose spontanée, ont été confirmées 
depuis par Debonera, Tzortzakis et Falchetti. 

Les inégalités de réceptivité des cobayes a I'égard de la pseudo-tuberculose 
rendent souvent difficile l'étude expérimentale de cette infection. Que Vinjec- 
tion virulente soit pratiquée sous la peau, dans le péritoine ou dans le 
coussinet plantaire, un certain nombre des animaux injectés succombent trop 
rapidement pour pouvoir étre utilisés, tandis que d’autres survivent sans 
présenter de symptOmes. Chez bon nombre d’entre eux cependant, l’infection 
progresse réguliérement et entraine la mort au bout de dix A quinze jours; 
Yinoculation intraplantaire parait la plus apte a conférer une infection 
d’évolution assez lente. Inoculé de 1/200 ou 1/1.000 de centimétre cube de cul- 
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ture en bouillon dubacille de Malassez, le coussinet plantaire se tuméfie forte- 
ment au bout de deux a trois jours, puis s'abcéde; le ganglion poplité annexe 
s'engorge, puis l’infection, se généralisant, détermine l’apparition de petites 
granulations disséminées dans la rate, le foie et les poumons, et décrites 
antérieurement par G. Ramon dans son étude de l’infection pseudo-tuber- 
culeuse expérimentale. Déja, cing jours aprés l’inoculation virulente, nous 
avons observé chez ces animaux l’apparition de réactions hémorragiques, 
évoluant vers la nécrose et l'ulcération, au niveau de la peau injectée de 
suspension stérilisée de B. coli ou de B. proteus. Les cobayes, quirépondent 
également par une réaction hémorragique A l’injection d’une suspension de 
bacilles pseudo-tuberculeux morts, ne réagissent pas A l’injection de staphy- 
locoques. L’injection intraveineuse de colitoxine ou de protéotoxine: 
entrainant la mort au bout de quelques heures, détermine une congestion 
intense du coussinet inoculé et, comme chez l’animal tuberculeux, provoque 
la reviviscence des intradermoréactions antérieures, que celles-ci aient été 
déterminées par linjection de suspension de bacilles pseudo-tuberculeux, ou 
de 8. colz, ou encore de B. proteus. A l'autopsie, on observe une congestion 
intense des lésions pseudo-tuberculeuses, et notamment du ganglion poplité, 
parfois abcédé, de la patte inoculée; les capsules surrénales sont hyperé- 
miées et le péritoine renferme un exsudat souvent teinlé de sang. 


Ces deux maladies, tuberculose et pseudotuberculose, que 
distingue |’épreuve 4 la tuberculine, conférent donc aux ani- 
maux une méme sensibilité allergique & l’égard des produits 
de microbes tels que le B. coli ou le B. proteus. Cette sensibilité 
s’accuse avec une intensité semblable au cours des deux infec- 
tions; elle s’y dénonce par l’apparition, aprés injection de ces 
produits microbiens, des mémes accidents congestifs et hémor- 
ragiques, généraux ou locaux. Chez l’animal pseudo-tubercu- 
leux, comme chez le tuberculeux, le B. coi, non seulement 
provoque la congestion des foyers infectieux, mais suscite éga- 
lement, lorsqu’on l’introduit en peau saine, l|'apparition d’une 
réaction hémorragique a l’endroit injecté. L’allergie non 
spécifique mérite done doublement son nom, puisqu'elle se 
manifeste, au cours d’infections différentes, a l’égard des pro- 
duits de microbes différents de ceux qui causent ces infections. 

Ces constatations éclairent le déterminisme de l’allergie non 
spécifique en méme temps qu’elles précisent les rapports qui 
unissent celle-ci 4 la sensibilité tuberculinique. Comme nous 
lavons rappelé précédemment, une allergie tuberculinique 
intense n’apparait que chez les tuberculeux ou aussi, bien qu’ 
un moindre degré, aprés injection de bacilles paratuberculeux, 
unis au bacille de Koch par une parenté étroite; l’allergie 
tuberculinique procéde donc, on ne peut en douter, d’une sensi- 
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bilisation de nature spécifique engendrée, vis-a-vis de la tuber- 
culine, par les produits élaborés au niveau des lésions. On ne 
peut, par définition, attribuer a un processus semblable la 
genese de J’allergie au B. coli, qui se présente avec une égale 
intensité au cours de ces ae infections, tuberculose et 
pseudo-tuberculose, causées par des espéces microbiennes 
qu’aucune parenté ne rapproche. Mais ces deux infections 
offrent, quant & la nature et au siége des Iésions qui évoluent 
de facon semblable, des analogies que souligne la dénomi- 
nation de pseudo-tuberculose, donnée a la maladie causée 
par le bacille de Malassez : sans doute faut-il voir dans cette 
analogie des lésions la raison pour laquelle ces deux maladies 
donnent lieu & la méme sensibilité non spécifique vis-&-vis 
du B. colt. 

L'interprétation des phénoménes d’allergie, qui nous parait 
cadrer le mieux avec les faits que nous venons de mentionner, 
est la suivante. L’existence d’infeclions telles que la tubercu- 
lose ou la pseudo-luberculose confére & lorganisme l’aptitude 
a répondre, & diverses actions loxiques, per des réactions parti- 
culiérement intenses, a tendance hémorragique. Cette allergie 
se manifeste notamment a l’égard de divers produits micro- 
biens, ceux du B. colt par exemple. Elle s’atteste avec une 
intensité particuliére, chez les tuberculeux, & l’égard de la 
tuberculine, envers laquelle l’organisme, imprégné de produils 
bacillaires, s’est sensibilisé. D’aprés cette conception, le déter- 
minisme de l’'allergie tuberculinique est complexe: larésorplion 
des antigénes tuberculeux élaborés au niveau des lésions déter- 
mine une sensibilisation spécifique a l’égard de la tuberculine, 
qui dés lors se montre capable, comme le sont d’emblée les 
produits du B. coli ou du B. proteus, de provoquer des réactions 
allergiques. Nous reviendrons dans un prochain mémoire, et & 
la lumiére d'autres résultats, sur cette conception du méca- 
nisme de l’allergie a la tuberculine. 

L’hypothése attribuant, dans le délerminisme de lallergie 
non spécifique, un rdle essentiel a l’existence de lésions actuelles 
cadre avec le fait que nous n’avons pas réussi A transmettre la 
sensibililé & l’égard du B. coli, par injection, & l’animal neuf, 
du sérum de cobaye allergique, pseudo-tuberculeux ou tuber- 
culeux. Ces essais ont été réalisés en injectant du sérum de 


| 
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cobaye allergique soit dans le péritoine, soit dans la peau de 
l’animal neuf. Celui-ci était éprouvé, dans le premier cas, par 
injeclion intradermique de suspension colibacillaire, pratiquée 
le surlendemain en peau saine; dans le second cas, l’injection 
était effectuée aprés vingt-quatre heures, selon la technique de 
Prausnilz-Kistner, dans la peau préparée par le sérum. Quelle 
que ftit la méthode employée, nous n’avons vu survenir de réac- 
tion locale particuliére chez ces animaux; & cet égard, ceux-ci 
ne se distinguaient pas des cobayes témoins ayant recu, au lieu 
de sérum d’animal allergique, du sérum de cobaye normal. 

Par ailleurs, nous n’avons pu, par |’étude in vitro, déceler, 
dans le sérum des animaux allergiques, de propriétés particu- 
liéres &l’égard du B. cok. Le pouvoir agglutinant a l’égard du 
B. cola ne nous a pas paru plus élevé dans le sérum des cobayes 
tuberculeux que dans celui des cobayes normaux. Nous mention- 
nerons cependant, ace sujet, que Kourilsky et Ong Sian Kwan 
ont observé chez certains sujets tuberculeux, indépendamment 
de toute infection colibacillaire, un pouvoir agglutinant anor- 
malement élevé du sérum a I’égard du B. coli; mais des cons- 
tatations semblables ont été faites par ces auteurs chez des sujets 
hépatiques non tuberculeux. Le B. coli absorbe dans une cer- 
taine mesure l’alexine du sérum normal, mais il ne nous a pas 
paru absorber, dans de plus fortes proportions, l’alexine du 
sérum de cobaye tuberculeux. Enfin, nous n’avons pu mettre en 
évidence, dans le sérum des animaux allergiques, de précipitine 
a V’égard du filtrat de culture colibacillaire. 

Dans un ordre d'idées voisin, nous avons recherché si le 
sérum des animaux allergiques ne se toxifie pas par contact 
in vitro avec le B. coli, selon le procédé utilisé pour la produc- 
tion des anaphylatoxines; ce fut sans succés. 


Un cobaye pseudo-tuberculeux et un cobaye normal sont éprouvés par injec- 
tion intradermique de suspension de B. coli tués. La réaction est hémorra- 
gique chez le cobaye pseudo-tuberculeux et nulle chez le témoin normal. 
Six jours aprés cette épreuve, les 2 cobayes sont saignés 4 la carotide. On 
mélange a 5 cent. cubes de leur sérum, recueilli le lendemain de la saignée, 
0,5 cent. cube d’une suspension de B. coli tués, dose correspondant a un 
vingtiéme de culture sur gélose. Ces deux mélanges sont maintenus pendant 
deux heures 4 I’étuve, puis laissés a la glaciére jusqu’au lendemain. Apres 
centrifugation énergique, les liquides surnageants sont injectés chacun 
dans la veine jugulaire d'un cobaye de 300 grammes. Aucun accident ne 


survient, 
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L’hypersensibilité & ’égard du B. coli ne semble done pas 
correspondre & la formation @’une anaphylatoxine par contact 
de ce microbe avec les humeurs de l’animal allergique. Pas plus 
que les essais précédents, cette expérience ne réussit a mettre 
en évidence, dans le sérum de |’animal allergique, de pro- 
priétés particuliéres a l’égard du B. col. 

Signalons aussi que nous n’avons pas réussi a protéger le 
cobaye inoculé de BCG, contre les effets hémorragiques de l'injec- 
tion de suspension colibacillaire, par une injection préalable de 
celte suspension, pratiquée dix jours avant celle du vaccin. 
Enfin, l’expérience suivante fut instituée en vue de rechercher 
si l’allergie, a l’égard d’une espéce microbienne impropre a sus- 
citer d’emblée des réactions allergiques, ne peut étre acquise a 


la faveur d’une injection préalable de ces microbes; le résultat 
en fut négalif. 


Quatre cobayes, A, B, C, D sont injectés par voie sous-cutanée de 4 cent. 
cube de suspension de staphylocoques, obtenue en délayant dans 10 cent. 
cubes de solution physiologique une culture de vingt-quatre heures sur 
gélose et stérilisée par chauffage 4 65°. Dix jours plus tard, A et B sont ino- 
culés de BCG dans le péritoine. Deux semaines aprés cette inoculation, on 
injecte, dans le péritoine de A et C, 2 cent. cubes de suspension de B. coli 
tués, tandis que B et D recoivent, par la méme voie, 2,5 cent. cubes de sus- 
pension de staphylocoques tués. Seu! le cobaye A succombe, en présentant 
les symptomes habituels de l’intoxication allergique. Une injection préalable 
de staphylocoques ne confére donc pas A l’animal l’aptitude a s’allergiser 
vis-a-vis de cette espéce microbienne. 


Les résultats des expériences mentionnées plus haut auto- 
risent & penser que l’allergie non spécifique ne résulte pas d’une 
sensibilisation, de type anaphylactique, créée par les produits 
microbiens élaborés au niveau des foyers infectieux, mais 
qu'elle dépend de la présence méme de ces foyers. Il convient, 
pour préciser le mécanisme de cette allergie, de la rechercher 
et de l’étudier chez les animaux injectés de microbes atténués 
ou de microbes morts. 

On sait que linoculation de bacilles tuberculeux tres atté- 
nués, de BCG notamment, sensibilise dans une certaine mesure 
i la tuberculine. Mais lintensité des réactions, locales ou géné- 
rales, observées dans ce cas, est toujours bien moindre que chez 
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les tuberculeux; les cobayes inoculés de BCG peuvent notam- 
ment supporter l’injection de doses assez considérables de tuber- 
culine. La sensibilité 4 la tuberculine des animaux injectés de 
bacilles tuberculeux morts, reconnue pour la premiere fois par 
Romer, est également toujours moindre que celle conférée par 
les bacilles vivants (Boquet et Bretey). Son intensité et sa durée 
sont fonction de la quantité de germes injectée ; lorsque celle-ci 
est considérable (10 milligrammes), la durée de la sensibilité 
peut dépasser un an (Petroff et Stewart). Comme celle des 
tuberculeux, la sensibilité conférée par les bacilles morts se 
dénonce & la fois par les réactions cutanées, parfois hémorra- 
giques, et générales, thermiques notamment (Boquet et Négre); 
mais la dose de tuberculine mortelle pour les animaux injectés 
de bacilles morts est relativement considérable. 

Comment se comportent, au point de vue de l’allergie non 
spécifique, les animaux injectés de bacilles atténués ou de 
microbes morts? 


Caractéres de l’allergie non spécifique 
chez les cobayes inoculés de BCG. 


Les accidents hémorragiques décrits au début de ce mémoire 
ont établi Vexistence, chez les cobayes inoculés de BCG par 
voie péritonéale, d’une sensibilité allergique non spécifique 
manifeste et méme intense. De méme, la lésion locale consé- 
cutive & l'injection sous-cutanée de vaccin BCG (2 centi- 
grammes) se congestionne vivement apres injection de coli- 
toxine. 

Nous avions mentionné, dans notre note préliminaire rela- 
tive a Vallergie non spécifique des cobayes inoculés de BCG dans 
le péritoine, que cette allergie se dénonce, comme chez l’animal 
tuberculeux, non seulement par les accidents hémorragiques 
au niveau des foyers et l’intoxication générale, mais aussi par 
l’apparition de réactions hémorragiques au siége de l’injection 
de suspension colibacillaire en peau saine. Nous avions observé 
cette réaction cutanée sur 5 cobayes inoculés de BCG, tandis 
que 5 animaux neufs, éprouvés de la méme facon, n’avaient 
pas réagi; mais nous n’avons pu la reproduire au cours d’essais 
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semblables effectués plus récemment. Peut-étre le BCG est-il 
encore plus atténué maintenant qu’autrefois. Quoi qu'il en soit, 
on ne peut attribuer aux cobayes inoculés de BCG une sensibi- 
lité cutanée comparable a celle des tuberculeux chez qui, du 
reste, cette sensibilité ne s’atteste par des réactions hémorra- 
giques qu’a un stade assez avancé de infection. L’étude récente 
de Sarnowiec sur l’allergie non spécifique au B. abortus aboutit 
a des résultats analogues; cet auteur n’a pas observé, chez les 
cobayes inoculés de BCG, les réactions cutanées que l’injection 
de B. abortus fait apparaitre chez les cobayes tuberculeux. 


Caractéres de l'allergie non spécifique 
chez les animaux injectés de microbes morts. 


a) ANIMAUX INJECTES DE BACILLES TUBERCULEUX MORTS. 


On injecte dans le péritoine de quatre cobayes (A, B, C et D), 2 cent. 
cubes d'une suspension épaisse de bacilles tuberculeux (souche bovine 
Vallée) tués a 115°. L'un de ces cobayes (A), éprouvé au bout de seize jours 
par injection intradermique de tuberculine, présente une réaction papuleuse. 
Le lendemain, on injecte 1c.c. 5 de suspension de B. coli tués dans le péri- 
toine de ce cobaye, qui pése 360 grammes, et d'un témoin (a) pesant 
325 grammes. Deux a trois heures aprés cetle injection, la papule déter- 
minée chez A par linjection de tuberculine se congestionne fortement. A 
succombe aprés sept heures, (a) survit. A l’autopsie, A présente des lésions 
semblables a celles décrites chez les cobayes BCG injectés de B. coli. La 
chaine épiploique, trés volumineuse, est hémorragique et, en certains endroits, 
entourée de caillots. Divers petits foyers caséeux incrustés dans la séreuse 
péritonéale sont également hémorragiques ; le péritoine renferme un exsudat 
sanguinolent. 

Liinjection intrapéritonéale de suspension colibacillaire pratiquée, chez le 
cobaye B, six semaines apres l’injection de bacilles tuberculeux morts, pro- 
voque la reviviscence d'une intradermo-réaction 4 la tuberculine, datant de 
trois semaines, et entraine la mort de lanimal au bout de huit heures. 
Ouoique trés nette, la réaction hémorragique observée A l'autopsie est moins 
aigué que dans le cas précédent et se présente sous la forme d’un piqueté 
purpurique; les capsules surrénales sont hyperémiées. A ce propos, notons, 
en passant, qu’enrégle générale, les lésions agées se prétent moins que les 
lésions jeunes a la production d’hémorragies violentes aprés injection de 
colitoxine. Cette observation vaut notamment pour les lésions ganglionnaires 
anciennes rencontrées parfois au cours de la pseudo-tuberculose spontanée. 

Liinjection intraveineuse de 1 cent. cube de filtrat de B. coli détermine, 
chez C et D, des accidents analogues a ceux observés chez A et B. 

Eprouvés par injection intracutanée de suspension colibacillaire, les 
cobayes préalablement injectés de bacilles tuberculeux morts n’ont pas 
fourni de réaction hémorragique locale. 
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Les cobayes injectés de bacilles tuberculeux morts se 
montrent donc hypersensibles & la colitoxine, qui provoque, au 
niveau de leurs lésions, des accidents hémorragiques analogues 
& ceux que l'on observe chez les tuberculeux et détermine, 
comme chez ceux-ci, une vive congestion des intradermo- 
réactions & la tuberculine ou des cicatrices laissées par ces 
réactions. Mais nous n’avons pas observé chez eux de réactions 
hémorragiques au niveau de la peau saine injectée de suspen- 
sion colibacillaire. L’injection sous-cutanée de bacilles tuber- 
culeux tués détermine une lésion locale durable, qui, comme 
les lésions périlonéales, se congestionne vivement aprés injec- 
tion de colitoxine. 

Voici, d’autre part, le comple rendu d’expériences compara- 
tives réalisées sur des cobayes injectés, par voie péritonéale, 
de bacilles BCG vivants ou tués. 


Quatre cobayes (a, b, c, et d) sont inoculés de 10 milligrammes de BCG 
vivant dans le péritoine, tandis que quatre autres (A, B, C et D) recoivent par 
la méme voie, respectivement 10, 30 et, pour C et D, 100 milligrammes de 
BCG tué par chauffage 4 100°. Aprés quinze jours, oninjecte 2 cent. cubes de 
suspension colibacillaire dans le péritoine de a, 6, c, A, B et C. Les cobayes 
a, 6, c, succombent aprés six 4 huil heures, en présentant les accidents 
hémorragiques habituels. A, B et C survivent. Le lendemain, on sacrifie A 
et C. A ne présente qu'une hypertrophie extrémement discréte de l'épiploon 
sans réaction hémorragique apparente. L’autopsie de C montre un chapelet 
épiploique assez volumineux, mais dépourvu de nodules caséeux et qui, a la 
section, présente quelques points hémorragiques; le péritoine renferme un 
exsudat séreux non teinté, ilny apas d’hyperémie des surrénales. Sembla- 
blement, l’injection intraveineuse 4 D etdde 2 cent. cubes de filtrat de B. coii, 
entraine la mort de d, tandis jue D survit. 


Méme lorsqu’ils sont injectés en dose dix fois plus forte que 
les bacilles vivants, les bacilles BCG tués par chauffage ne 
conférent donc pas une hypersensibilité nette a l’égard du 
B. coli. Or, les lésions qu’ils déterminent sont plus discrétes 
que celles causées par les bacilles BCG vivants ou les bacilles 
tuberculeux de souche virulente qui, quoique tués, provoquent 
la formation de nodules caséeux. 


6) ANIMAUX INJECTES DE BACILLES PSEUDOTUBERCULEUX MORTS. 
Les cobayes tolérent parfaitement l’injection intrapéritonéale d'une demi- 


culture du bacille de Malassez sur gélose, stérilisée par chauffage 4 65°. Dans 
les quelques jours qui suiyent celte injection, l'injection de colitoxine peut 
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déclancher, chez ces animaux, une réaction hémorragique intense et mortelle 
au niveau de l’épiploon, réalisant un véritable phénoméne de Shwartzman. 
Mais apres cing ou six jours déja,sces animaux ne manifestent plus aucune 
hypersensibilité au B. coli; ce qui cadre avec le fait que linjection de 
bacilles pseudo-tuberculeux tués, contrairement a celle de bacilles tuber- 
culeux morts, n’engendre pas de réaction tissulaire durable. 


Les animaux injectés de microbes atténués ou morts suc- 
combent donc a l’injection de la colitoxine pourautant, semble- 
il, que ces microbes aient engendré des lésions suffisantes. Les 
microbes morts dont l’injection ne détermine pas de néoforma- 
tion tissulaire durable sont, de ce fait, incapables, si ce n'est 
de facon extrémement fugace, de conférer cette hypersensibi- 
lité ; c’est le cas des bacilles pseudo-tuberculeux tués. Au con- 
traire, les bacilles tuberculeux morts, encore extrémement irri- 
tants lorsqu’ils sont de souche virulente, provoquent une 
réaction tissulaire importante et durable et méme la formation 
de nodules caséeux, dont la sensibilité a l’action hémorragi- 
pare de la colitoxine persiste longtemps. Bien qu’extrémement 
atténués, les bacilles BCG vivants se montrent beaucoup plus 
aptes 8 conférer cette hypersensibilité que les bacilles BCG tués 
par chauffage. En résumé, cette hypersensibilité, dénoncée par 
les accidents loxiques généraux et les réactions hémorragiques 
des foyers, semble dépendre de l’acuité et de l’étendue des 
lésions. Le fait que les lésions déterminées par les bacilles 
tuberculeux morts.deviennent le siége d’hémorragies sous 
Vinfluence des produits colibacillaires est, remarquons-le, con- 
forme a l’opinion que nous avons émise précédemment, relative 
i lexistence d’une parenté étroite entre Vallergie non spéci- 
fique et le phénoméne de Shwartzman. En effet, celui-ci se 
réalise normalement, on le sait, en l’absence de germes vivants, 
par le seul emploi de filtrats microbiens. 

Par contre, c’est seulement chez les animaux injectés de 
microbes vivants, bacilles tuberculeux ou pseudo-tuberculeux, 
que nous avons observé lasensibilité allergique cutanée, attestée 
par l’apparition de réactions hémorragiques au niveau de la 
peau saine injectée de suspension colibacillaire. Peut-étre 
cette allergie cutanée n’apparait-elle qu’a la faveur d’une 
imprégnation diffuse de lorganisme par les produits issus des 
foyers infectieux, imprégnation que l’injection de microbes 
morts ne suffit pas & déterminer. L’idée selon laquelle l’exis- 
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tence de l’allergie cutanée pourrait étre liée & Ja diffusion dans 
Yorganisme de produits microbiens élaborés ou niveau des 
lésions est suggérée par les analogies existant entre lallergie 
non spécifique et le phénoméne de Shwartzman. La libération 
continue de petites quantités de produits microbiens au niveau 
des foyers infectieux n’agirait-elle pas, en effet, dans une cer- 
taine mesure, comme le fait, de facon plus intense mais trés 
fugace, injection intrayeineuse de filtrat dans l’expéricnce de 
Shwartzman? On expliquerait ainsi le caractére hémorragique 
particuliérement marqué des réactions allergiques cutanées. 
Nous reviendrons sur ce point dans notre prochain mémoire. 


Les résultats précédents semblent donc indiquer que c’est a 
Pexistence du tissu inflammatoire qu’est liée l’apparition, 
aprés injection de colitoxine, des accidents toxiques généraux 
et des réactions focales hémorragiques. Ces accidents ne pour- 
raient-ils, dés lors, survenir chez des cobayes injectés, par voie 
péritonéale, de produits différents de ceux utilisés précédem- 
ment, mais capables, comme eux, de développer une réaction 
inflammatoire vive et durable? Cette question trouve une 
réponse affirmative dans les résultats suivants, recucillis chez 
des animaux inoculés d’une levure pathogéne. 


Isolée d’une culture sur sérum coagulé pour diagnostic de la diphtérie, la 
levure ayant servi 4 ces expériences présente les caractéres de culture et de 
virulence de l’Oidium albicans du muguet. Elle donne sur gélose ordinaire 
des colonies arrondies, épaisses, lisses et crémeuses, uniquement consti- 
tuées de globules ovalaires, isolés ou réunis en amas irréguliers. Sur gélose 
au sang de lapin, les colonies sont hérissées, a leur périphérie, de fines 
arborisations formées par des filaments mycéliens. La culture en bouillon 
additionné de sang de lapin contient, outre des globules parfois en bour- 
geonnement, des chapelets enchevétrés de filaments mycéliens cloisonnés et 
entourés d'une gaine épaisse. 

Chez les cobayes inoculés dans le péritoine d’une demi-culture sur gélose, 
’épiploon se montre trés épaissi et bosselé de nodules caséeux. Dans le 
caséum, on trouve de courts articles mycéliens, mélés a de nombreux glo- 
bules ovoides, enveloppés d’une gaine extrémement épaisse et dont certains 
paraissent vides; on y voit quelques images de phagocytose. A ce moment, 
soit une semaine apres l’inoculation intrapéritonéale, la levure est encore 
en vie : on peut s’en assurer par l'ensemencement du caséum sur gélose. 
Apres quatre semaines, les lésions, réduites 4 quelques felits nodules puru- 
lents, sont en voie de guérison; examen du pus y montre encore la pré- 
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sence de levures, mais son ensemencement sur gélose demeure stérile. 
Liinjection de 1/5 de culture sur gélose entraine la mort du cobaye au bout 
de trois A quatre jours. A l’autopsig, la rate apparait parsemée d'une infinité 
de granulations extrémement riches en formes levures mélées a de courts 
articles; le sang du ceeur est stérile. 
Or, Vinjection intrapéritonéale de suspension de B. coli tués, ou l'injection 
intraveineuse de filtrat de culture de B. coli en bouillon, pratiquée chez les 
‘cobayes inoculés de levure dans le péritoine une semaine auparavant, 
détermine, au niyeau de leurs lésions, des accidents hémorragiques aigus 
absolument identiques A ceux qui surviennent, dans les mémes conditions, 
chez les animaux injectés de bacilles BCG vivants ou de bacilles tubercu- 
leux morts. Comme chez ceux-ci, la mort survient, en forte hypothermie, 
environ six heures aprés l'injection de produits colibacillaires. La cavilé péri- 
tonéale renferme un exsudat séro sanguinolent; intense au niveau de l’épi- 
ploon, l'hémorragie aboutit souvent 4 la formation de caillots. Des accidents 
hémorragiques analogues s’observent encore, aprés l’injection de produits 
colibacillaires, chez les cobayes qui, injectés de levures depuis quatre 
semaines, ne portent plus que de petils abcés stériles; 4 l’autopsie, la paroi 
de ces abcés apparait fortement hémorragique. Des cobayes inoculés de 
levure dans le péritoine ont été, d’autre part, éprouvés, aprés des intervalles 
différents, par injection intradermique de suspension colibacillaire. Aucune 
réaction hémorragique ne fut observée chez eux a l’endroit injecté. I] en fut 
de méme pour des cobayes inoculés, par voie veineuse, d’une dose infra- 
mortelle (1/20 de culture) de la levure. 


L’hypersensibilité créée, & l’égard des produits colibacil- 
laires, par l’inoculation de cette leyure présente les mémes 
caractéres que celle déterminée par linjection de bacilles 
tuberculeux morts. Or, ces injections produisent des Iésions 
extreémement semblables. Incapable de généralisation, |’infec- 
tion réalisée par ]inoculation intrapéritonéale de la levure se 
borne, en effet, & provoquer une réaction inflammatoire locale. 
Celle-ci est assez vive et durable, en raison sans doute de la 
résistance que confére a la levure, & l’égard des actions pha- 
gocytaires, la gaine épaisse qui l’entoure; elle s’accompagne 
méme de la formation de nodules caséeux. C'est, sans doute, 
parce que strictement locale que cette infection ne provoque, 
pas plus que l’injection de bacilles tuberculeux morts, lappa- 
rition de l'allergie cutanée. Mais les lésions péritonéales sont, 
dans les deux cas, hypersensibles 4 l'action hémorragipare de 
la colitoxine dont Vinjection entraine la mort des animaux en 
hypothermie au bout de quelques heures. Cette sensibililé a 
pour cause — l’expérience suivante le prouve formellement — 
existence du tissu inflammatoire lui-méme. Elle se manileste 
en effet, avec des caractéres identiques, en l’absence de germes 
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microbiens, chez les cobayes injectés de poudre de talc dans le 
péritoine. Le talc, injecté sous forme de suspension épaisse, se 
trouve, le lendemain, collecté en grumeaux libres dans la 
cavité péritonéale. Mais ces grumeaux contractent bientdt des 
adhérences avec ia séreuse péritonéale, dans laquelle ils 
sincrustent ensuite solidement, ainsi que dans |’épiploon. 
Cette incrustation est déja effectuée trois & quatre jours apres 
Vinjection du talc, et les nodules ainsi constitués, enchassés 
dans la séreuse, y persistent longtemps. Le lendemain de 
Vinjection du talc, au moment donc ot |’adhérence & la séreuse 
n’est pas encore réalisée, les cobayes n’accusent pas de sensi- 
bilité particuliére a l’égard de la coliloxine. Mais aprés quatre 
jours, et mieux encore, aprés une semaine, l’hypersensibilité, 
tres accusée, se traduit par l’apparilion, aprés injection de coli- 
toxine, d’une réaction hémorragique aigué au niveau des foyers 
d’incrustation du talc, la mort de l’animal survenant en hypo- 
thermie au bout de quelques heures. 


La suspension épaisse obtenue en délayant en solution physiologique 
stérile, du talc préalablement stérilisé, est injectée a raison de 2 cent. cubes 
dans le péritoine de cobayes males. Voici, a titre d’exemple, les résultats 
de prises de températures pratiquées, aprés injection intraveineuse de 4 cent. 
cube de filtrat de B. coli, chez 4 cobayes, dont 2 (A pesant 375 grammes et B 
pesant 370 grammes) ont été injectés de suspension de tale sept jours aupa- 
ravant, les deux autres (a pesant 330 grammes et 5b pesant 380 grammes) 
servant de témoins. La température, avant l’injection, est de 38°5 chez les 
4 cobayes; les chiffres recueillis sont : 


IAPreS Peon ULCS fn wicca. aa Aras 2os ED Sotnma rs S 0c) Dias 
Aprest 6 DeMreS. acne cos 2 28 we so 7 Gascon: Ulras 


A succombe aprés huit heures, B aprés dix heures; a et 6 survivent. 

A l’autopsie, on observe une réaction hémorragique intense au niveau des 
foyers d’incrustation du talc, et particuliérement au niveau de 1|’épiploon 
souvent engainé de caillots. Au niveau des nodules enchassés dans la paroi 
péritonéale, hémorragie entreprend également le tissu sous-séreux. Les 
capsules surrénales sont hyperémiées. La stérilité des lésions fut réguliére- 
ment contrélée par leur ensemencemeut sur gélose, aprés broyage. 

Pratiquée apres quatre et méme apres six semaines, J’injection de coli- 
toxine détermine encore une réaction hémorragique au niveau des nodules 
laissés par injection du tale; mais cette réaction, moins aigué, n’aboutit 
plus a la formation de caillots et ressemble a celle que l’on voit survenir, 
apres injection de colitoxine, au niveau de Ilésions infectieuses déja 
anciennes; Ja mort survient également, chez ces animaux, au bout de 
quelques heures et en hypothermic. Nous n’avons pas observé de réaction 
hémorragique chez les cobayes injectés de talc, au niveau de la peau saine 
injectée de suspension colibacillaire. 
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C’est donc bien & l’existence de la réaction inflammatoire 
qu’est liée, dans l’allergie non spécifique, l’hypersensibilité des 
lésions a l’action hémorragipare de la colitoxine, puisque cette 
hypersensibilité apparait aprés l'injection de poudre de talc, 
comme aprés celle de germes microbiens. L’existence du tissu 
inflammatoire suffit également & expliquer la chute progressive 
de la température et la mort méme de Vanimal, survenant 
quelques heures aprés l'injection des produits colibacillaires. 
Point n’est besoin, pour permettre |’intoxication de type aller- 
gique, de l’existence d’une infection microbienne. 

Mais, par contre, l’allergie cutanée au B. coli ne s'est pas 
manifestée en l’absence d’infection. Nous avons exposé les rai- 
sons pour lesquelles cette allergie, qui se développe au cours 
de la tuberculose et de la pseudotuberculose, ne parait pas 
dépendre d’une sensibilisation de type anaphylactique par les 
produits microbiens élaborés au niveau des lésions; nous avons 
émis précédemment, au sujet de son déterminisme, une hypo- 
thése sur laquelle nous reviendrons dans un prochain mémoire. 
Cette allergie cutanée dénonce l’existence, au cours de ces 
infections, d’une sensibilité généralisée 4 l’organisme entier, 
et qui doit avoir pour effet — il est bien légitime de le penser 
— d’augmenter encore l’hypersensibilité que la présence du 
tissu inflammatoire, méme lorsqu’il n'est pas infectieux (talc), 
suffit déji a créer. Divers facteurs interviennent done pour 
créer le terrain allergique. 

Nous savons que les produits microbiens capables d’éveiller 
des réactions allergiques non spécifiques déterminent, lors- 
qu’on les injecte en dose suffisante, des accidents hémorra- 
giques méme chez les animaux neufs. La toxicité de ces pro- 
duits microbiens pour l’organisme neuf, en rapport manifeste 
avec leur propriété de provoquer les réactions d’allergie non 
spécifique, est-elle primaire? Ou bien résulte-t-elle d’une sen- 
sibilisation spontanée de Vorganisme & leur égard? Cette 
seconde opinion est, on le sait, soulenue par Selter. Cet 
auteur, qui montra que la sensibilité cutanée manifestée par 
homme adulte a l’égard de diverses substances microbiennes 
ou autres n’existe pas chez les nouveau-nés, mais se constitue 
au cours des premiéres années de la vie, admet qu’elle résulte 
d'une sensibilisation & l’égard des produits élaborés par la flore 
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microbienne normale de l’organisme, celle du tube digestif 
principalement. Dienes a apporté, assez récemment, une 
contribution importante & ce probléme de l’origine de l’aptitude 
a provoquer des réactions allergiques. D’aprés cet auteur, les 
cobayes tuberculeux sensibilisés par ‘injection d’un antigéne 
approprié — le blanc d’ceuf par exemple — succombent & 
la réinjection d'une dose suffisante du méme antigéne, en pré- 
sentant des accidents analogues & ceux de l’intoxication aller- 
gique. On observe semblablement, aux points d’injection intra- 
dermique de l’antigéne, des réactions de caractére allergique. 
Pour Dienes, le caractere allergique de ces réactions serait 
particulicrement net lorsque linjection sensibilisante de l’anti- 
gene a été pratiquée dans les foyers tuberculeux ; mais ce 
point n’a pu étre confirmé par Gaiginski, qui a reproduit 
récemment les expériences du savant américain. 

Nous terminerons ce mémoire en posant la question de 
savoir sides rapports unissent l’allergie non spécifique a l’im- 
munité relative, dont les tuberculeux font preuve a l’égard de 
diverses infections. Cette immunité se manifeste notamment 
vis-a-vis de la bactéridie charbonneuse dont, d’aprés Hirayama, 
les cobayes tuberculeux peuvent supporter plusieurs doses 
mortelles pour les animaux neufs. Par analogie avec ce que 
nous savons de l’obstacle opposé par la réaction allergique, 
chez les tuberculeux, & la dissémination des germes de réinfec- 
tion dans lorganisme, on est autorisé a croire que cette immu- 
nité relative dépend de l’allergie non spécifique. 

Cette question sera reprise dans notre prochain mémoire. 
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